Rol del AMPc en el dimorfismo del hongo C. Albicans : Efecto del glucagon: Caracterización  de la quinasa de proteínas dependiente de AMPc y purificación de sus subunidades by Zelada, Alicia M.
Rol del AMPc en el dimorfismo del hongo C.
Albicans : Efecto del glucagon: Caracterización
de la quinasa de proteínas dependiente de AMPc




Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Aires
www.digital.bl.fcen.uba.ar
Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar
Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir. Su utilización debe ser acompañada por la cita bibliográfica con
reconocimiento de la fuente. 
This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico Leloir.
It should be used accompanied by the corresponding citation acknowledging the source. 
Fuente / source: 
Biblioteca Digital de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad de Buenos Aires
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES 
Autor : 
Alicia M. Zelada 
Directors: 
Dra. Maria Leonor Cantore 
Rol del AMPc en el dimorfismo del hongo C. albicans 
Efecto del glucagon 
Caracterizacibn de la quinasa de proteinas dependiente de 
AMPc y purificaci6n de sus subunidades 
Buenos Aires, Noviembre de 1997 
Tesis presentada para optar a1 titulo de: 
Doctor de la Universidad de Buenos Aires 
A mis padres 
A Ceci 
AGRADECIMIENTOS 
A la Dra. Maria Leonor Cantore por haberme guiado y apoyado a lo largo de este 
trabajo de tesis. Por ser un ejemplo de responsabilidad y honestidad. Por enseiiarme a 
trabajar y a pensar con rigor cientifico, y fundamentalemente por su afecto y su paciencia 
inacabables. 
A la Dra Susana Passeron por sus ensefianzas, su ejemplo de empuje y por permitirme 
realizar mi tesis en su laboratorio. 
A mis compafieros de laboratorio, Pedro Pernandez Murray por su ayuda en el 
aprendizaje del abc del laboratorio, a Pato Pardo por su calidez y por sus apasionantes e 
instructivas discusiones cientificas y no tanto, a Rocio Castilla y Kathy Walz por el 
tiempo y charlas compartidas, a Paula Alvarez porque aunque por poco tiempo fbe un 
verdadero gusto trabajar con ella y a todos Pedro, Pato, Kathy, Rocio y Paula por 
aguantarme hasta ahora. A Noemi Arguello por su calidez y por cuidar de nosotros 
todos 10s dias. 
A las ex compafieras de Exactas, la Dra. Cristina Paveto, Teresa Alconada, Lilian 
Montero y Andrea Samela por su cariiio, su buena onda y su alegria perrnanente que 
siempre se extrailan. 
A la Dr. Silvia Moreno por ser mi consejera y fundamentalmente por ser una excelente 
docente y contagiarnos su pasion por la investigation. Y a las chicas de la PKA, Vanina, 
Silvia y Elba porque cada una a su manera siempre nos reciben de vuelta en "casa". 
A 10s Dres Augusto Garcia, Norma Pucheu, Norma Kerber y a todos 10s nuevos 
compafieros de Agronomia, por recibirnos, aceptarnos y por compartir 10s ultimos aiios 
de esta tesis. 
A Rocio Castilla por su apoyo invalorable en la realizacion del trabajo sobre el estudio 
del efecto del glucagon sobre la morfogknesis de C. albicaizs. 
A la Dra Mirta Biscoglio por su asesoramiento en 10s experimentos de mapeo peptidico 
y a Laura Pirpignani por su buena disposition y ayuda en la realizacibn de 10s mismos. 
A mis amigos Gaby C., Gaby S. y Fernando que saben lo que es esto de ser biologos ,y a 
Fer R. y Noemi que tratan de entendernos, por su amistad y su apoyo en las buenas y en 
las malas. , 
Y por ultimo a la parte mhs importante, mi familia, en especial a mama y papa porque sin 
su aguante, apoyo y carifio no hubiese podido llegar hasta aca , a Ceci por soportar mis 
interrninables charlas nocturnas sobre purificaciones, fosforilaciones y otras yerbas y po: 
ser tan compafiera. Y a todos , mama, papa, Adri, Claudi, Ceci y la pila de sobrinos por 
ser una familia con todas las letras. 
A1 Consejo Nacional de lnvestigaciones Cientificas y TCcnicas por haberme otorgado las 
becas que hicieron posible la realizacion de este trabajo. 
A la Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Facultad 
de Agronomia, lugares donde se realiz6 este trabajo. 
Se investigo el rol del AMPc en la morfogenesis de C d i d a  albicum. El agregado 
exogeno del nucleotido o de agentes que elevan sus niveles intracelulares estimulo la 
germinacion inducida por N-ad-glucosamina; el glucagon mostro el rnismo efecto 
estimulatorio, el cud fbe bloqueado por su antagonists espedfico des His1 [~lu'] 
glucagon amida, indicando una probable interaccion de la hormona con un receptor de 
membrana simil receptor de glucagon. Por imnunofluorescencia indirecta se comprobo la 
union de la hormona a la superficie celular de levaduras. Cuando se us6 suero como 
inductor de la germinacion el efecto estimulatorio del glucagon aumento. Anticuerpos 
anti-glucagon bloquearon el efecto de la hormona. Estos resultados proveen evidencias 
para la participacion del AMPc en el dimorfismo; sabiendo que el principal receptor de 
c en dlulas eucariotas es la subunidad regulatoria (R) de la quinasa de proteinas 
ependiente de AMPc (PKA), podemos esperar que esta enzirna tenga un importante rol 
la transition levadura-micelio. La PKA de C. albicans h e  caracterizada y sus 
bunidades puficadas. Es una proteina tetram&ica de 287 kDa compuesta por un 
he ro  regulatorio (R) de 128 kDa y dos subunidades cataliticas de 78 kDa. La 
loenzima exhibio una cooperatividad positiva en la activacion por AMPc y se 
emostro la existencia de dos sitios de uni6n a AMPc en la subunidad R. La subunidad R 
e fosforilada por la subunidad C a travbs de una reaccion intramolecular, permitiendo 
asificar a la PKA como de t i p  II. La extrema sensibilidad de la subunidad C a la 
roteblisis impidio la purification de la proteina nativa de alto peso molecular. Se 
acterizo la fosforilacion in vitro de R por CK2 y se investigo el efecto de dic 
odificacion sobre la fbncionalidad de R. Se realizo el estudio de la fosforilacion in 
Palabras clave: C d d a  albicans, AMPc, PKA, glucagon, dimorfismo. 
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1. Introducciorr a Catrdida albicans. 
Candida albicarls es un hongo patbeno-oportunista de mamiferos, causante de 
una de las micosis mas comunes y con mayor incidencia mundial entre 10s seres 
humanos: la cat~didiasis. 
(I. a1bicatr.r es un hongo diploide perteneciente al Orden-forma Criptococales, 
Subclase-forma Blastomycetidae, Clase-forma Deuteromycetes, Subdivisidn 
Deuteromycotina. Es considerada una levadura imperfects ya que no se le conoce ciclo 
sexual, se reproduce por gemaci6n produciendo cClulas esfhicas llamadas blastosporas. 
En presencia de ciertas sefiales inductoras del medio ambiente puede producir formas 
filamentosas en las cuales las celulas permanecen unidas unas a otras luego de la divisi6n 
celular formando asi largas cadenas. Estas formas filamentosas van desde el rango de 
pse~rdohi,fns, donde las cClulas que forman 10s filamentos son elongadas pero aun 
elipsoides y presentan constricciones de la pared celular, hasta verdaderas hifas o 
micelio, donde las cClulas de 10s filamentos son cilindricas y se encuentran separadas 
entre si por septos perpendiculares (figurr 1-1). 
La capacidad de C. albicans de adoptar estas diferentes morfologias podria 
A 
contribuir a la colonizaci6n y diseminacion dentro de 10s tejidos del huCsped 
promoviendo la infecci6n (Odss, 1988 y 1994). 
Es un comensal habitual de 10s tractos respiratorio, gastrointestinal y genital, y 
menos frecuentemente de la piel. Si bien la mayoria de 10s portadores no sufre ningin 
efecto nocivo como consecuencia de la colonization, una caracteristica importante de la 
patogCnesis de C. albicatis es su capacidad de transformarse en infeccioso cuando 
disrninuyen las defensas inmunologicas del huhped. 
La enfermedad causada por este hongo puede presentarse con distintos grados 
de severidad, existiendo tres tipos basicos de infecciones: superficiales, localmente 
invasivas y sistCmicas. Las infecciones superficiales son las mas comunes, se producen en 
las mucosas de la cavidad oral y tracto respiratorio y en la piel. La candidiasis localmente 
invasiva ocurre en pacientes inmunocomprometidos y se encuentra fiecuentemente como 
ulceraciones del tracto intestinal, respiratorio o genito-urinario. La candidiasis sistemica 
es la variedad mas severa e involucra la infeccion invasiva del parenquima de 10s organos 
viscerales como el corazon, 10s riilones, el higado, el bazo, 10s pulmones y el cerebro 
(Odds, 1979; Dei-Cas y Vernes, 1986). 
La incidencia de la candidiasis sisthica ha aumentado en forma continua y 
alarmante en 10s ultimos veinte aiios debido principalmente al aumento de las causas de 
depresion del sistema inmune como 10s tratarnientos de quimioterapia, transplantes de 
organos y especialmente al avance del Sindrome de Inrnunodeficiencia Adquirida 
(SIDA). La candidiasis sisternica es la causante de aproximadamente la cuarta parte de 
las muertes de enfermos de SIDA, la misma cifia vale para 10s pacientes terrninales de 
leucemia mientras que un tercio de 10s receptores de transplantes de medula osea 
padecen la enferrnedad. 
Dado que el agente etiologico de esta micosis es ubicuo en el medio ambiente y 
forma parte de la flora microbiana normal, es casi imposible evitar la exposicion a este 
organismo. 
C. albicans es un microorganismo polimorfico, si bien las dos morfologias mas 
fiecuentemente encontradas son levadura y micelio. En la mayoria de las lesiones 
establecidas como candidiasis, el hongo produce ambas formas, de forma tal que la 
descripci6n cualitativa de la morfologia de C. albicans en un tejido no prueba ni descarta 
la relacion entre la forma y la patogenia (Odss, 1988). A pesar de que pareceria ser que 
la forma miceliana esta involucrada en 10s estadios tempranos de invasion, penetrando en 
10s tejidos (Anderson y Odds, 1985), adhiriendose a1 epitelio (Kimura y col., 1978), y 
evitando la fagocitosis (Smith, 1985), no existen evidencias concluyentes que muestren 
que la virulencia sea dependiente de una sola morfologia. 
Figura 1-1. Mofldogi'm de C albicans. (A) Blastosporas, dlulas esfiricas; (B) 
Pseudohifas, notar las constricciones de la pared alular mostrando claramente que estas c61ulas 
son cadenas de blastosporas y no verdaderas hifirs; (C) en esta pseudohifa la dlula esth aim d s  
alargada que en (B) y las constricciones de la pared son rnh pronunciadas; 0) Micelio o hifh 
verdadera, las umstricciones de las klulas en 10s septos son minimas o no se observan. 
El dimorfismo levadura-micelio exhibido por una gran variedad de especies 
fingicas puede definirse como el proceso reversible por el cual el habito levaduriforme 
se transforma, por alguna alteracibn en las condiciones ambientales o de cultivo, en un 
habit0 miceliano por cambios que se producen a nivel celular (Stewart y Rogers, 1978). 
Este tipo de diferenciacion no es un proceso esencial en el ciclo celular del organismo 
sino que constituye mis bien una respuesta a un cambio en el habitat en el cual se 
desarrolla. 
Es de destacar que la mayoria de las especies fiingicas de impottancia clinica son 
dimorficas, considerandose que la comprension de este fenomeno es de suma 
importancia para el control de un grupo de micosis cada vez mas relevantes, que afectan 
al hombre y a 10s animales. La dilucidacion de 10s mecanismos que regulan la transicion 
levadura-rnicelio podrian ayudar a comprender y controlar la e n f e d a d  y obtener 
valiosa informacion acerca de la morfogenesis de hongos en general. . 
En este sentido C. albicaits provee un modelo relativamente simple y ficil de 
manejar para el estudio de las bases moleculares de la morfogCnesis y de la posible 
relacion entre patogenicidad y morfologia que, como ya se dijo, es aun motivo de 
debate. 
La formacion de micelio in vifro en C albicans, esti influenciada por la 
temperatura, la cantidad de in6cul0, la composicion del medio y la cepa (Van Rij, 1984). 
Iil vitro la transicion levadura-micelio es inducida por incubaci6n del cultivo a 37 OC en 
presencia de ciertos factores tales como L-arninoacidos (Land y col., 1976), N-acetil 
glucosamina (Simonetti y col., 1974) y suero. Una alta relacion de C02: 02,, el pH 
neutro del medio y un medio pobre en nutrientes tambien estimulan el crecimiento hifd. 
f 
(Evans y col., 1975; Pollak y Hashimoto, 1985). Las temperaturas bajas (20°C-25OC), el 
pH hcido (4 a 6) y 10s medios ricos promueven la formacion de blastosporas (Gow, 
1984; Odds, 1988). 
Si bien se ha avanzado en cuanto a1 conocimiento de 10s factores ambientales que 
inducen la formaci6n de micelio, las bases moleculares involucradas en el dimorfismo de 
C 
C. albicans aun no quedan claras, pem la temdencia de 10s hallszgos lleva a pensar que el 
factor determinante de 10s cambios morfolbgicos estaria relacionado con el ambiente a 
trav6s de metabolitos que puedan actuar mediante procesos de sefializaci6n celular. 
El avance en el conocimiento de 1- mecanismos bioquimicos del metabolismo de 
C. albicarw ha sido lento en relaci6n a otras levaduras, por la dificultad que trae 
aparejada la diploidia y la fdta de ciclo sexual, lo cud ha hecho dificultosa su 
manipulaci6n genktica, impidiendo la identificacion de factores que contribuyen a la 
transici6n dimbrfica y el aislamiento e identificacibn de mutaciones que afecten su 
patogenicidad. 
Se han obtenido mutantes morfol6gicas y se han clonado diversos genes con el 
objetivo de hallar factores que estuviesen ligados a la morfogenesis ylo a su 
patogenicidad pero con resultados hasta ahora negativos (Shepherd y col., 1985; Kirsch 
y Whitney, 199 1 ; Franklyn y Warrnington, 1994; Gow y col., 1994). 
Sin embargo recientemente se ha logrado un importante avance en el 
conocimiento de 10s mecanismos involucrados en la morfogenesis de C. albicans 
utilizando un abordaje experimental alternativo, el cud se basa en la premisa que la 
transici6n de levadura a formas filamentosas es controlada por similares vias metabblicas 
en todos 10s hongos a pesar de responder a diferentes seiiales de induccion. Asi se 
podrlan identificar genes requeridos para la morfogenesis en sistemas genkticamente 
manipulables, clonarlos, disrumpir 10s genes hom6logos de Candida y determinar si las 
mutantes de Candida son defectivas en la morfogenesis y/o en la patogenesis. 
Este abordaje result6 factible a partir del descubrimiento del ciclo filamentoso en 
Saccharomyces cerevisiae, cuando Gimeno y col. (1992) demostraron que cepas 
diploides de Saccharomyces eran capaces de morfogenizar, pasando del crecimiento 
levaduriforme a la fonnaci6n de pseudohifas en un medio sin nitrogeno. 
Posteriormente se demostr6 que esta transici6n dependia de las proteinas Ste20p 
(factor de transcripcibn), Stel 1, Ste7p y StelZp, las cuales forman parte de la via de las 
MAP quinasas' (MAPKs); las mutantes nulas de 10s genes que codif~can para estas 




proteinas son defectivas tanto para el 'mating' como para el crecimiento filamentoso 
(Liu y col., 1993; Mosch y col., 1996). 
El rol de 10s genes de las MAPK en la morfogdnesis de Candida h e  estudiado 
utilizando la inforrnacion de Saccharomyces como guia. Los genes homologos de 
STE20, STE7 y STE12 en Cartdida (CPHI, HST7 y CST20 respectivamente) heron 
clonados y usados para construir mutantes nulas en Ccrrtdida. Las cepas homocigotas 
para las mutaciones en dichos genes heron parcialmente defectivas para el desarrollo 
hifd en medio solido (Liu y col., 1994; Kohler y Fink, 1996; Leberer y col., 1996). Sin 
embargo estas mutantes de la via de las MAPK heron capaces de filamentar en medio 
liquid0 y en respuesta al suero. 
Los resultados de estos trabajos son de suma importancia ya que prueban que en 
el proceso de diferenciacion esta involucrada una via de transduccion de seiiales que 
determina la activacion de un factor de transcription y por otro lado sugiere la existencia 
de m b  de una via que lleva a la induccion del crecimiento hifd ya que la deletion de 
estos genes solo afecta la morfogdnesis en medio solido. 
De estos estudios podemos concluir que la morfogknesis en C. albicatls es un 
proceso complejo, desencadenado por diferentes inductores 10s cuales muy 
probablemente utilizan diferentes vias metabolicas para desencadenar la transicion 
dimorfica. El conocimiento de todos lo genes involucrados en estas multiples vias podria 
llevar a descubrir importantes blancos terapduticos. 
1.2. AMPc Y dimorfismo en C. albicans. 
El posible rol del AMPc en el desarrollo y la morfogknesis de 10s hongos ha sido 
intensamente estudiado. Existen numerosas evidencias de la intervencibn del AMPc en la 
diferenciacion de distintos hongos (Medoff y col., 1981 ; Orlowski, 1991; Gold y col., 
1 994). 
En el caso de C. albicarzs Niimi y col., (1980) y Chattaway y col., (1981) han 
informado que la formation de tubos germinativos en esta especie estti acompaiiada por 
un aumento de la concentration de AMPc intracelular. Mh exactamente, Chattaway y 
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col., informaron que este aumento ocunia dentro de la hora de germinacion y dependia 
de la temperatura de incubation a 37 O C .  Tmbi6n observaron que el agregado ex6geno 
de teofilina (inhibidor de la fosfodiesterasa de AMPc) aumentaba la gemination de las 
blastosporas con un simultkneo aumento del AMPc intracelular. Por su parte Niimi y col. 
lograron inducir la germinacion a tempwaturas no permisivas por el agregado ex6geno 
de dbAMPc en presencia de ciertos inductores. 
Mas recientemente Sabie y Gadd (1992) encontraron que el agregado de AMPc 
y nucleotidos aumentaba la formacion de tubos germinativos en medio liquid0 definido a 
25 O C ,  utilizando como inoculo levaduras en hse logaritimica. 
Otros autores estudiaron la relaci6n entre el AMPc y la morfogknesis en C 
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albicnrls per0 contrariamente a lo hallado por Niimi y col. no encontraron que el 
dbAMPc ni la teofilina agregados a 10s medios inductores de germinacion tuviesen 
ningun efecto sobre la morfogenesis. 
Trabajos previos de nuestro laboratorio demostraron una caida de 10s niveles de 
AMPc en un estadio temprano de la morfog6nesis y un aumento gradual de 10s niveles 
del nucleotido a lo largo del proceso de formacion del rnicelio (Egidy y col., 1990). Se 
observo un efecto inhibitorio del AMPc, del dbAMPc y de la teofilina sobre la 
germinacion (Egidy y col., 1989; Paveto y col., 1990). La contradiccion entre estos 
resultados y 10s de otros autores nos llevb a reinvestigar la influencia de 10s niveles de 
AMPc en la emision del tub0 germinativo. Los resultados de esta investigaci6n forman 
parte de esta tesis doctoral. 
1.3. C. albicatzs y hormonas de mamiferos. 
Es sabido que 10s cambios ambientales afectan profbndamente la transicicin 
dimbrfica de C. albicans y se han descripto varios inhibidores y estimuladores (Odds, 
1988). Ya hemos dicho que uno de 10s principales factores que predisponen a la 
infeccion por C. albicatts es el estado inmunologico del huQped; otro factor que se ha 
visto relacionado con la predisposicibn a sutkir candidiasis es el estado hormonal del 
hubped. 
Se ha observado, por ejemplo, que el embaram o el uso de anticoncepfivos 
orales que contienen estrogenos predirponen a las mujeres a la candidiasis va&d 
(Odds, 1979). Por otro lado la diabetes melllitus y otro t i p s  de desordenes endocrines 
suelen estar asociados con infecciones por C. albicans. 
Por lo expuesto anteriormente result6 de inter& para diferentes laboratorios 
investigar la existencia de una posible relacion entre las horrnonas de rnaderos y la 
transicion dimorfica en C. albicans. 
Se han identificado en C. albicans proteinas de union a corticosterona (CBP) 
(Loose y col., 1981), a progesterona (Loose y col., 1981; Powell y Dmtz, 1983) y a 
estrogenos (EBP) (Skowronski y Feldman, 1989). Loose y col., (198 1) informaron que 
las CBP de C. albicans eran capaces de unir tanto corticosterona como progesterona 
con similar afinidad. Existen escasas evidencias de la relacion en- enfermedades 
asociadas a altos niveles de corticosterona y la infection por C. albicuns. Sin embargo 
hay una herte asociacion entre el embarazo y la candidiasis vaginal; 10s altos niveles de 
progesterona en el embarazo parecerian correlacionarse con la presencia de CBP en el 
citosol de C. albicans; asimismo las infecciones con Candik tropicalis y C d i k  
pseudotropicalis no aumentan durante el embarazo y no se detect6 CBP en el citosol de 
estos parhitos. Mas aiin, Loose y col., (1981) informaron la presencia de una sustancia 
presente en el extract0 etanolico de C. albicans, capaz de competir reversiblemente por 
las CBP citodlicas del hongo asi como por 10s receptores clhicos de corticosterona de 
mamifero, sugiriendo que esta sustancia representa el ligando endogeno de la proteina de 
union. 
M b  recientemente, Brambley y col., (1990) describieron la existencia de sitios 
de union especificos y de alta afinidad para la hormona luteinizante (hLH) y para la 
gonadotroh corionica humana (hCG). 
Se ha reportado el efecto estimulatorio de hormonas humanas como la hLH 
(Kinsman y col., 1988), la hCG (Caticha y col., 1992), prostaglandins E2 y el 
neurotransmisor P - e n d o h  (Kalo y Klein y Witkin, 1990) sobre la transicion dimorfica 
del hongo. 
Es de particular importancia el M w g o  de una proteina de C. albicans que 
posee reaccion inmunol6gica cruzada con la hCG y es 100 veces mhs potente que la 
hormona en estimular la transicion dimbrffca (Caticha y col., 1993). Se postula que dicha 
proteina tendria un efecto autocrino-parbcrino sobre C. albicans controlando su 
patogenicidad. 
En nuestro laboratorio se ha dernostrado que C. albicans posee una adenilil 
ciclasa dependiente de M ~ ' ~  y activable por nucletjtidos de guanina (Paveto y col., 
1990). Tambien se ha demostrado que las hormonas del huesped como glucagon, hLH y 
hCG son capaces de estimular la actividad de la adenilil ciclasa y de la proteina quinasa 
dependiente de AMPc (PKA) de C albiccrru en celulas permeadas (Paveto y col., 1991). 
Mh recientemente, utilizando anticuerpos especificos y precursores radioactivos, se 
demostro la existencia de proteinas G trimkricas (Gs estimulatoria y Gi inhibitoria) en 
membranas del hongo (Paveto y col., 1992). 
Todos estos resultados tornados en conjunto sugieren que C. albicans estaria en 
condiciones de utilizar una via de transduccion de seiiales mediada por AMPc similar a la 
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descripta en eucariotas superiores, capaz de permitirle sensar el estado hormonal del 
huesped desencadenando en ciertas circunstancias la transicion dimorfica. 
2. Trattsdtrccion de set7ales. 
La cdlula eucariota es una entidad altamente regulada capaz de responder tanto a 
10s cambios que se producen en el medio intracelular como a 10s estimulos externos. 
Estos procesos de estimulo-respuesta se llevan a cab0 a traves de una cascada de 
reacciones que involucran enzimas especificas, proteinas regulatorias y otros factores. El 
estimulo externo es primer0 transformado en una sefial intracelular a nivel de la 
membrana plasmhtica por interaccion directa del estfmulo con receptores especificos 
situados en la membrana. Luego el mensaje intracelular es traducido en actividades 
regulatorias las cuales finalmente modifican y regulan las proteinas involucradas en la 
respuesta biologica. 
Los sistemas biologicos de respuesta a estimulos externos operan a travks de 
molkculas conocidas como segundos mensajeros entre 10s cuales encontramos 10s 
nucle6tidos ciclicos, AMPc y GMPc; calcio; diacilglicerol; fosfoinositidos y metabolitos 
del acido araquidonico. 
En 10s procesos biologicos cuya respuesta es mediada por AMPc, la interaction 
estimulo-receptor produce la activacion de la adenilil ciclasa. Esta enzima, responsable 
de la sintesis de AMPc, es activada por proteinas transdirctoras que unen nuclebtidos de 
guanina (proteinas G) y que se encuentran acopladas a1 receptor hncionando como 
intermediarias en el camino de seiializacion a traves de la membrana. 
Como consecuencia de la activacion de la adenilil ciclasa se produce un aumento 
de 10s niveles de AMPc intracelulares, que actuando como segundo mensajero, transmite 
la information a la maquinaria celular. 
El aumento de 10s niveles intracelulares de AMPc conduce principalmente a la 
activacion de la PKA y en consecuencia a la fosforilacibn de numerosas proteinas tanto 
estructurales como regulatorias que participan en puntos claves de 10s diferentes 
caminos metabolicos. 
Para terminar este proceso de transduccion de sefiales existen al menos dos 
mecanismos conocidos, uno es la hidrolisis del segundo mensajero la cual es llevada a 
cab0 por las fosfodiesterasas de AMPc y el otro consiste en regular la seiial a nivel del 
receptor ya sea por fosforilacion que lo insensibilice a una estimulaci6n posterior , o por 
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internalization del mismo. A su vez las fosfatasas de proteinas, son las encargadas de 
remover el fosfato a Jas proteinas fosforiladas por las quinasas volviendo el sistema a1 
estado original. 
Tanto las fosfodiesterasas como las fosfatasas estan altamente reguladas. las 
fosfodiesterasas son moduladas por fosforilaci6n, por cd2-calmodulina y GMPc. Las 
fosfatasas son reguladas por la combinacion de unidades regulatorias e inhibidores 
especificos. 
Este sistema de regulacion en cascada provee a la c6luJa de un mecanismo de 
control eficiente, flexible y sensible dindole la posibilidad de responder ante sefiales del 
medio a travks de la modificacion de sus hnciones metabolicas. 
En la dCcada del 50, a partir del descubrimiento de la fosforilasa quinasa por el 
grupo de Fisher y Krebs (1955), la fosforilacion de proteinas se revel6 como un sensible 
mecanismo regulatorio de la actividad enzimatica, debido a sus caracteristicas de 
modification covalente y reversible. 
El descubrimiento en 1978 de que la proteina transformante del virus del 
sarcoma de Rous (pp6OV") tenia actividad de quinasa (Collet y Erickson, 1978) y que 
transferia fosfato a tirosina abrio una nueva dimension en el campo de la fosforilacion de 
proteinas. 
A fines de la decada del70 tan solo unas pocas quinasas de proteinas habian sido 
caracterizadas, sin embargo a partir de la dkcada del 80 el numero de miembros de la 
familia de las proteinas quinasas ha ido aumentando en forma exponencial y actualmente 
se han identificado, solo en mamiferos, mis de cien quinasas de proteinas diferentes. 
Este crecimiento acelerado en el descubrimiento de nuevas quinasas se ha dado 
fbndarnentalmente a partir de la utilization del clonado molecular y de las tecnicas de 
secuenciacion. 
Las quinasas de proteinas conforman una familia diversa que comprende desde 
receptores de factores de crecimiento que atraviesan la membrana hasta proteinas 
quinasas que controlan el ciclo celular. 
Las quinasas pueden ser clasificadas segh el tipo de aminoacido que fosforilan 
en dos grupos generales: aquellas que transfieren un grupo fosfato a 10s aminoacidos 
serina o treonina (SerIThr quinasas) y aquellas que 10s transfieren a1 aminoacido tirosina 
(Tyr quinasas). 
Dentro del primer grupo se incluyen a la PKA, PKG (quinasa dependiente de 
GMPc); PKC, CaMK (quinasa dependiente de ~a+~-calmodulina), CKl (quinasa de 
proteinas CK1) y CK2 (quinasa de proteinas CK2), CDK (quinasa dependientes de 
ciclinas), Raf quinasa, MAPK, DNA.PK (quinasa dependiente de DNA). 
Entre las quinasas que fosforilan en tirosina esti la subfamilia de tirosinas 
quinasas Src que en su mayoria se encuentran asociadas a la membrana intracelular, 10s 
receptores tirosina quinasa como el receptor de insulina, 10s receptores de factores de 
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crecimientos como EGF y PDGF y las tirosinas quinasas citoplasmhticas como la quinasa 
Abl Tipo I. 
La MAPKK seria una quinasa perteneciente a ambos grupos ya que fosforila en 
treonina y tirosina. 
Existe un tercer grupo de quhsa9 las histidina/aspMco quinasas que son 
proteina quinasas descubiertas en bacterias las cuales se autofosforilan en histidina y 
transfieren este fosfato a un residuo aspktico. En eucariotas superiores se han 
encontrado secuencias homologas a Cstas pwo solo se ha detectado actividad de quinasa 
en Saccharomyces (Swarson y col., 1994). 
Otra factor de diversidad importante es el mecanismo de activaciiin. Con la 
exception de las enzimas oncogthicas, todas las proteinas quinasas son enzimas 
fbertemente reguladas y son activadas o desactivadas en respuesta a seiiales especificas 
tan diversas como 10s nuclebtidos AMPc, GMPc y AMP (PKA, PKG y quinasa 
dependiente de AMP respectivamente), ~ a ' ~  (CaMK), diacilglicerol (PKC), RNA doble 
cadena y hemina (IF-2 quinasas), ciclinas (CDKs) y fosforilaci6n (MAPK, MAPKK; 
Raf). 
Los estudios comparativos de las secuencias de 10s miembros de la familia de las 
quinasas han demostrado que estas enzimas, a pesar de su considerable diversidad, han 
evolucionado a1 menos en parte a partir de un ancestro comun. Las regiones de estas 
proteinas que no estan involucradas en la fbncion catalitica y que no guardan entre si 
relaciones evolutivas evidentes, son las responsables de la localization subcelular asi 
como de la regulacion y activacion de cada una de las quinasas de proteinas que integran 
este variado grupo de macromoleculas regulatorias. 
Uno de 10s sistemas de transducci6n de sefiales mejor caracterizado en celulas 
eucariotas es el que involucra a1 AMPc como segundo mensajero. Como ya se ha dicho 
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un aumento de la concentracibn intracelular de AMPc producida por activacibn de la 
adenilil ciclasa provoca la activacibn de una enzima clave, la PKA. 
La PKA de prbticarnente todos 10s sistema estudiados existe en la celula en la 
forma de una holoenzima tetramerica inactiva forrnada por dos subunidades regulatorias 
(R) y dos subunidades cataliticas (C); a1 aumentar 10s niveles intracelulares de AMPc la 
subunidad R une AMPc y la holoenzik se disocia liberando la subunidad C de acuerdo 
a la ecuacibn general (I) ,  mientras la subunidad R permanece como dimero unido al 
AMPc. .: 
Los estudios dirigidos a la comprensi6n del metabolismo del glucbgeno llevaron 
al descubrimiento de la PKA como el nexo, hasta ese momento desconocido, entre la 
activacibn de la fosforilasa quinasa y la actividad biolbgica del AMPc en la 
glucogenolisis. De esta manera, la glucogenolisis mediada por AMPc que se basa en la 
activacion seriada de quinasas de proteina (una cascada de quinasas), result6 el primer 
ejemplo de la tremenda importancia de la fosforilacion proteica como modulador de la 
actividad de las proteinas y del rol crucial de las quinasas de proteinas como mediadorm 
de la transduccion de seiiales externas hacia el interior de la cClula; asimismo demostro 
que las mismas quinasas de proteina pueden estar sujetas a regulacibn por fosforilacion. 
Rapidamente se vio que aquella 'fosforilasa quinasa quinasa' regulada por AMPc 
de la glucogenolisis era una enzima multihncional capaz de fosforilar un gran numero de 
sustratos diferentes, mediando una multitud de respuestas gatilladas por el aumento del 
nivel de AMPc en la celula. La PKA surgio asi como el principal sensor de AMPc en la 
celula eucariota siendo su subunidad R el receptor primordial del nucleotido ciclico. 
Una serie de caracteristicas han hecho de la PKA el prototipo de quinasa de 
proteinas y se la ha tomado como modelo para el estudio de 10s mecanismos de accion 
de toda una familia de enzimas. El hecho, unico entre las quinasas de proteinas, de que el 
dorninio regulatorio estC en una subunidad separada del dominio catalitico ha facilitado 
algunos aspectos del estudio de la subunidad catalitica; la subunidad C de la PKA h e  la 
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primera quinasa de proteinas secuenciada (Shoji y ~01.~1981) y ha sido tomada como 
modelo para d e e  dominios y subdominim esenciales para la fimcion de quinasa de 
proteinas y para determinar el grado de homologia del dominio catalitico con el de otras 
quinasas de proteinas (S. K. Hanks y col.,1988). La subunidad C es la primera quinasa 
de proteinas para la cual se ha detembdo su estructura cristalina en presencia 
(kughton y col., 1991) y en ausencia de co-sustratos (Bossemeyer y col., 1993; Zheng y 
~01.~1993). 
4.1. Caracteristicas bioquimicas de la PKA. 
4.1.1. Generalidades. 
La PKA ha sido purificada a homogeneidad a partir, fbndamentalmente, de 
musculo esquelktico y cardiac0 que constituyen una fiente accesible y relativamente rica 
en la enzima (Beavo y col., 1974; Rubiin y col., 1974). A traves de cromatografia de 
intercambio anionico (DEAE-celulosa) utilizando elucion con gradiente salino a pH 6,5 
la PKA de gran cantidad de tejidos se obtiene parcialmente purificada en dos picos 
mayoritarios: uno de d o s  que eluye a alrededor de 150 mM ClNa, contiene la llamada 
holoenzima tip0 I y el otro que eluye a 200-250 m M  contiene la holoenzima tipo II. Las 
PKAs tipo I y I1 difieren en sus subunidades regulatorias mientras sus subunidades 
cataliticas pueden ser de cualquiera de las isoformas de C (ver m b  adelante); las 
subunidades R heron, en consecuencia llamadas RI y RII. Por anssis de la holoenzima 
en SDS-PAGE se observa que la migracibn de las subunidades C corresponde a 
proteinas de alrededor de 40 kDa mientras que la rnigracion de RI y RII corresponde a 
proteinas de 49 y 55 kDa respectivamente; la mczsa molecular calculada para las 
holoenzimas I y I1 es de aproximadamente 150 kDa que corresponde a 10s respectivos 
te t rh ros  RIzCz y RI12C2. 
4.1.2. La subunidad catalitica. 
4.1.2.1. Caracteristicas generales. 
Las propiedades cataliticas de la PKA se derivan de las de su subunidad C; la 
mayoria de 10s estudios que han llevado a caracterizar enzimaticamente a C se han 
realizado con las enzimas purificadas de musculo cardiac0 (porcino o bovino), de 
musculo esqueletico y mas recientemente utilizando enzimas recombinantes. 
La PKA transfiere el grupo fosfato y del ATP a residuos serina o treonina de 
diferentes sustratos proteicos; la secuenciacibn de 10s sitios de fosforilacion de una gran 
cantidad de mstratos ha permitido establecer la existencia de una secuencia consenso de 
reconocimiento de la PKA caracterizada por la presencia de residuos basicos 
(usualmente dos) y, hacia el extremo C-terminal, el grupo aceptor (serina o treonina) 
separado por uno o dos residuos de cualquier clase (x); suele encontrarse un residuo 
hidrofobico hacia la posicion C-terminal del grupo aceptor. Las secuencias consenso de 
la PKA se pueden entonces representar: R-R-x-S/T y R-x-S/T. Como se vera m k  
adelante, las caracteristicas estructurales de 10s sustratos y 10s residuos que resulten 
cercanos en el espacio contribuyen a1 reconocimiento de la enzima. 
Originalmenie se utilizaron mezclas de histonas como sustratos para la medici6n 
de la actividad de la PKA y mas recientemente se comenz6 a utilizar oligopeptidos; el 
heptapkptido (kemptido), que contiene el sitio de fosforilacibn de la piruvato quinasa de 
higado porcino, result6 ser un excelente sustrato de la PKA con una K,,, de 16 p M  y una 
V, de 20 pmoles/min/mg (Kemp y ~01.~1977). Si la serina fosforilable se reemplaza por 
ejemplo por alanina, se derivan pseudosustratos que se unen a la enzima pero que no 
pueden ser fosforilados; estos pseudosustratos son inhibidores de la actividad enzimatica 
con Kis en el rango submilimolar. Proteinas que contengan estas secuencias 
'pseudosustrato' podrian contribuir a la regulation de la enzima in vivo como es el caso 
de la propia subunidad regulatoria de la PKA (RI), o del inhibidor termoestable 
especifico (PKI) que poseen una capacidad inhibitoria de la enzima en el' rango 
nanomolar (ver trblr 1-1.). 
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El ATP debe estar complejado con cationes divalentes para que su fosfato y sea 
transferido a proteinas; M ~ ~ +  , Mn2+ o coa+ pueden actuar como cofactores. En presencia 
de M ~ ~ '  la K,,, para el ATP es usualmente alrededor de 10 pM. 
El mecanismo de transferencia del fosfato a la proteina sustrato se discutira con 
mas detalle a1 hablar de la estructura cristalina de C. 
Tabla 1-1. Secuencia consenso de sustratos de la PKA. 
Kemptido 
Ala kemptido 









9 2 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  
9 0 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  
RRXSY~ 
'Derivado que contiene 10s residuos 5 a 24 del inhibidor nativo. 
b x en la secuencia consenso puede ser cualquier aminoacido; y es usualmente hidrofobico. 
La numeraciim de 10s aminoacidos corresponde a la secuencia de las subunidades R bovinas. 
4.1.2.2. Isoenzimas de C. 
Durante varios afios se acepto que las diferentes preparaciones purificadas de 
subunidad C obtenida de diferentes tejidos de mamifero constituian preparaciones 
homogeneas pese a que se habian descripto variantes isoelectricas de las rnismas; las 
tecnicas de clonado revelaron algo mPs tarde la existencia de isoformas de la subunidad 
C. En vista de la multitud de efectos biologicos mediados por el AMPc, la idea de 
diferentes formas de C destinadas a mediar distintas fbnciones celulares parece apropiada 
para explicar su rol en el metabolismo celular. Sin embargo hasta el momento no ha sido 
- t 
..& 
posible asignar una isoforma particular de C a una funci6n especifica ni a un tipo 
particular de R. 
Las isoformas denominadas a y P han sido clonadas de tejidos bovino, porcino, 
murino y humano. CP presenta mis del 90% de identidad con Ca a nivel aminoacidico 
(Uhler, y co1.,1986 (a); Uhler y co1.,1986(b); Shower y Maurer 1986). Una tercera 
forma, Cy, ha sido clonada a partir de testiculo, y diverge de las Ca  y CP humanas en un 
17% y 21 % respectivamente a nivel de su putativa secuencia aminoacidica (Beebe y 
col., 1990). Han sido aisladas otras dos formas de C relacionadas con CP bovina, y Ca 
humana, denominadas CP2 y Ca2, que probablemente provengan de splicing alternative 
de las subunidades CP y Ca y cuya relevancia fisiologica se desconoce hasta el momento 
(Wiemann y col., 1991; Thomis y col., 1992). Se han caracterizado las subunidades C 
en otras especies de eucariotas superiores tales como Aplysia califomica, 
Cae~zorhabditis elegarts (Beushausen y col., 1992; Gross y col., 1990). 
Alrededor de 250 residuos arninoacidicos de la secuencia primaria de C 
(corresponde a aproximadamente 70% de la forma bovina de 40 kDa) representan lo que 
se denornina 'core' o dominio catalitico de la subunidad y contiene 10s subdominios 
necesarios para cumplir la hnci6n de transferir el grupo fosfato del ATP a la proteina 
sustrato (se tratara en detalle mas adelante); el rol fisiolbgico de las otras zonas de la 
proteina no se conoce aun. 
< 
4.1.2.3. Modificaciones postranscripcionales de la subunidad C. 
La subunidad C se encuentra miristoilada en su dominio amino terminal via una 
union amida a glicina (Carr y co1.,1982); la fi~ncibn biolbgica de la miristoilacibn de C no 
se conoce. Las mutaciones de C que impiden su miristoilacion no afectan la formacion 
de la holoenzima, la activacion por AMPc, ni la actividad de la enzima en eventos 
citos6licos o nucleares mediados por AMPc (Clegg y co1.,1989); existen resultados que 
parecerian indicar que la miristoilaci6n podria estar relacionada con una mayor 
estabilidad t6rmica de la proteina (Yonemoto y col., 1993). 
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Como pan cantidad de proteibils, la misma subunidad C esta sujeta a 
fosforilacion; en condiciones nativas 10s residuos que se encuentran fosforilados son 
Thrlg7 y ser318en la Ca bovina (Shoji y cd.,1981). La fosforilacion en Thrlg7 es estable y 
se Cree que es parte necesaria en la maduracibn de la enzima que le permite adoptar 
correctarnente su estructura secundaria activa; el fosfato en esta posicion es resistente a1 
tratamiento con fosfatasas y es posiblemente el resultado de una reaccion autocatalitica 
aunque no necesariarnente intramolecular (Shoji y col., 1 979; Yonernoto y col., 1993). El 
fosfato en ~ e r ~ ~ ~  no parece tener sig~flcaci6n en la actividad atalitica de la enzima. 
4.1.3. Control de la actividad de PKA 
La actividad enzimatica de la subunidad C de la PKA esta fbndamentalmente 
controlada por tres factores: a) por el AMPc, b) por la subunidad regulatoria R y c) por 
el inhibidor termoestable especifico de la PKA. Los dos primeros en realidad operan 
juntos, ya que la union del nucle6tido ciclico a R neutraliza la actividad 
inhibitorialregulatoria de R permitiendo la disociacion de la holoenzima y la liberation de 
la subunidad C. 
La molkula de AMPc se forma a partir del ATP por accion de la adenilil ciclasa 
celular en respuesta a una serie de estimulos, la degradation del AMPc es catalizada por 
la fosfodiesterasa: 
adenilil ciclasa fosfodiesterasa 
AMPc - 
La actividad relativa de las dos enzimas determina el nivel intracelular del 
nucle6tido que a su vez es responsable del estado de activacibn de las holoenzimas I y I1 
de la PKA. Dependiendo del tipo celular, del tejido y de una serie de padmetros 10s 
niveles basales intracelulares de AMPc gsleden variar considerablemente; se puede 
considem una concentraci6n promedio de IV' M la que, dependiendo del grado y t i p  
de estimulacibn puede aumentar en un orden ds mgnitud 
4.1.3.2. La subunidad regulatoria. 
Dada la enonne importancia reguhria que posee la fosforilaci6n de proteinas 
es crucial para la du la  poseer mecanismos de control eficientes y rhpidos que permitan 
disponer de quinasas de proteinas activm solo en el momento en que su actividad es 
requerida. En el caso de la PKA su sub& regulatoria, blanco del AMPc, provee ese 
nivel de control at unirse reversiblemente a C e inhibirla en hci6n del nivel intracelular 
del nuclebtido, cuanto mayor sea la concatm&n intracelular de AMPc mayor serb la 
concentracibn de C libre es decir, m8s fiivonddo el estado activado de la enzirna. 
Si bien existe cierta heterogencidsd entre las distintas subunidades R, todas 
comparten algunas caractexisticas estructumb. En la figura 1-2 se muem un esquema 
general en el que se detallan 10s dominios de R 
El sitio de dimrhci6n (aproxhdmate 40-50 residues), situado en el 
extremo amino terminal, esta seguido por ei dominie que contiene la regi6n 'bisagra' y 
que inter- con el sitio catalitico de la mbunidad C. El resto de la mol6cula esta 
firmada por dos regiones conservadas, repetidas en tandem cada una de las cuales 
contiene una secuencia de alrededor de 15 residuos esenciales para la interaccibn con el 
AMPc (Taylor y col, 1988). 
Don6nio de Domini0 de Domiuios de unih a AMPc 
dhmhcih interaccihcanc 
4 4 A (2) B (1) 
Figura 1-2. Dminios fnncionales de la snbndkd regulators. 
Las subunidades RI y RII de origen bovino han sido quid las mas estudiadas; 
esthn compuestas por 379 y 400 residuos (Titani y ~01.~1984; Takio y col., 1984) y para 
ambas se han encontrado dos subtipos, RIa, RIP y RIIa, RIIP todas codificadas por 
distintos genes; las formas p usualmente es th  expresadas en forma tejido especifico 
mientras las formas a se expresan constitutivarnente (McKnight y ~01.~1988). Entre las 
formas a y j3 existe una homologia de 70-80%. 
La diferencia m4s importante entre las subunidades tipo RI y RII reside en la 
porcion amino terminal de las proteinas. Las subunidades RI contienen un sitio de 
pseudosustrato en la region bisagra; RII contiene un sitio de verdadero sustrato que 
resulta fosforilado en una reaccion intramolecular (ver tabla 1-1). Otra diferencia 
importante reside en el sitio de dimerizacibn en el cud RI tiene dos residuos cisteina 
fundamentales para la dimerizacion (Bubis y col., 1987). La estructura dimerica, que no 
es esencial para la interaccion con C, probablemente resulta de una interaccion de alta 
afinidad entre 10s primeros 45 aminoacidos en la zona amino terminal, que en el caso de 
RI probablemente este aumentada por las uniones disulfuro establecidas entre las 
cisteinas antes mencionadas (cisI6 y cis" en la subunidad R bovina). La existencia de 
uniones disulfbro entre proteinas intracelulares es una excepcion debido a las 
condiciones reductoras dentro de la celula; la facilidad de la formacion del dimero aun in 
vitro indica que muy probablemente hay parhetros adicionales responsables de su 
formacion. 
4.1.3.3. Mecanismo de inhibition por R. 
Los egmentos peptidicos de las subunidades R localizados en la region bisagra, 
se unen a C en el sitio de reconocimiento del sustrato impidiendo la union de 10s 
verdaderos sustratos proteicos (Taylor y co1.,1992) ejerciendo de esta manera su accion 
inhibitoria sobre la actividad fosfotransferasa de C. El dominio lnhibitorio en las dos Rs 
contiene las dos argininas fhndamentales para el reconocimiento de la PKA; como se 
detalla en la tabla 1-1 ., en el caso de RI el sitio del pseudosustrato es ~ r ~ ~ ~ - A r ~ - ~ - ~ l a  y 
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en el caso de RII el sitio de verdadero wrstrato es ~ r ~ ' ~ - ~ r ~ - x - ~ e r  y resulta fosforilado 
en la holoenzima tip0 11. El hecho de que olligopdptidos que contienen la secuencia de 
pseudosustrato Sean debiles inhibidores de C hace pensar que otros elementos 
estmcturales de RI deben tener un papel relevante en su interaccion con C; esta hipotesis 
se ve apoyada por el hecho de ser necesaria la presencia de ATP-Mg para lograr una 
efectiva inhibition de C por RI. 
En el caso de RII tambiCn es necasario postular la existencia de sitios de alta 
afinidad por C ya que aquella inhibe a la subunidad C muy eficientemente aun en la 
forma fosforilada, es decir su fosforilaci6n no produce disociacion de la holoenzima 
como podia esperarse para un verdadero producto. 
Los parametros que gobiernan la interaccion del AMPc con la holoenzima y de 
las subunidades entre si es th  sujetas a una serie de variables que hacen que la situacion 
de la enzirna estudiada in vztro refleje solo hasta cierto punto la real situation in vivo; 
mas aun, la ecuacibn de disociacion planteada en la Introduccion, representa el punto 
final de una reaccion con varias etapas intermedias entre las se encuentran la 
autofosforilacion de las subunidades, la influencia de la union de ATP-Mg y la presencia 
de diferentes isoformas de las subunidades (Dnrskeland y ~01.~1993). La afinidad de 10s 
dos tipos de subunidades R por las subunidades C esti en el orden de lo-'' M en 
ausencia y alrededor de lo4 M en presencia de cantidades saturantes de AMPc, es decir 
que la union de AMPc disminuye en lo4 veces la afinidad de R por C; a concentraciones 
fisiol6gicas de enzima (2-7x lo5 M) es de esperar que la misma este completamente 
disociada. Por otra parte, en el caso de RII la autofosforilacibn disrninuye la afinidad de 
R por C en aproximadamente un orden de magnitud, de manera tal que la actividad de 
fosfatasas de proteinas sobre R fosforilada es otro factor que influye en el equilibrio 
favoreciendo la reasociacion con C. La constante de disociaci6n del AMPc de R esti en 
el orden de M. 
Los dos sitios de union de AMPc a cada subunidad R probablemente son el 
resultado de duplication gCnica. Se 10s ha designado sitios 1 y 2 o sitios B y A 
respectivamente; el sitio 1(B) representa la parte carboxi terminal de R y el sitio 2(A) es 
adyacente d sitio de pseudosustrato (regi6n bisagra). La constante de velocidad de 
disociacibn del sitio 1 para el AMPc es alrededor de un orden de magnitud menor que la 
del sitio 2, indicando una mayor afinidad del sitio 1 por AMPc; el sitio 2, bloqueado por 
la subunidad C en la holoenzima, se hace accesible al AMPc cuando este se ha unido a1 
sitio 1. El uso de una bateria de antilogos del AMPc que presentan afinidad diferencial 
por 10s dos sitios de union del nucleotido ha permitido un estudio detallado de las 
diferencias que presentan ambos sitios (Beebe y Corbin, 1986). 
Otro factor a tener en cuenta en el estudio de la disociacibn de la PKA es el 
papel que juega el ATP-Mg: la activacion de la holoenzima de tipo I se inhibe a 
concentraciones fisiologicas de ATP-Mg (la constante de disociacion se reduce en mas 
de tres 6rdenes de magnitud), es decir la uni6n de ATP-Mg estabiliza la holoenzima tipo 
I elevando el umbra1 de AMPc requerido para lograr su disociacion; tambiCn ha sido 
informado que la union de ATP-Mg previene la disociaci6n de la holoenzima tipo I 
inducida por sal (Herberg y ~01.~1993). La subunidad RII no requiere ATP para la 
formacibn de una holoenzima estable. 
4.1.3.4 El inhibidor especifico de la PKA (PKI). 
El descubrimiento por Walsh y colaboradores en el aiio 1971, de una proteina 
hcida y termoestable, que inhibe a la PKA con gran eficiencia (Ki alrededor de 0,2 nM) 
constituy6 un hito importante en el estudio de esta fosfotransferasa; desde entonces y 
debido a sufextrema especificidad el PKI ha sido utilizado como diagnostic0 de la 
actividad PKA. La cadena polipeptidica del PKI contiene 75 arninohcidos (Mr 7829) 
(Scott y col., 1985 (a)) y su dominio inhibitorio esta ubicado cerca del extremo amino 
terminal (Scott y col., 1985 (b); Cheng y col., 1985). Como en el caso de la subunidad 
RI, su capacidad inhibitoria esta basada en un sitio de pseudosustrato ("R-R-N-A, ver 
tabla 1-1); se utilizan habitualmente formas truncadas del PKI de 18-20 aminodcidos 
(PKI 5-22 y PKI 5-24) que siguen siendo potentes inhihidores (Ki alrededor de 2nM) y 
conservan la especificidad de la molCcula nativa. 
La actividad inhibitoria del PKI depende de la presencia de ATP-Mg y es de tipo 
competitiva con respecto a1 sustrato; la union de R y el PKI a C son mutuamente 
excluyentes. El inhibidor bloquea la catasis a1 interactuar con el complejo CIATP-Mf3 
en la misma forma que lo hace R1 (Whitdoue y Walsh, 1983) 
El hecho de que peptidos simples que contienen dominios de pseudosustrato 
Sean pobres inhibidores de la actividad PKA, hace pensar que la alta eficiencia de 10s 
peptidos PKI 5-22 y 5-24 no puede expticarse simplemente por la existencia de aquellos 
dominios. Dos tipos de abordaje han permitido ahondar en el conocimiento de las 
estructuras primaria y secundaria del PKI que permiten explicar algunas de sus 
caracteristicas; por un lado 10s estudios cineticos con peptidos truncados de sus 
extremos amino y/o carboxi terminal han permitido determinar que el pdptido minimo 
que mantiene una buena potencia inhibitoria es el PKI 6-22 y que en general, su 
estructura primaria sugiere que la alta afinidad del inhibidor se debe al establecimiento de 
un alto numero de interacciones hidrofbbicas, electrostkticas y de tipo puente de 
hidrogeno con el sitio activo. Tambi6n han surgido evidencias en el sentido de que 
algunos elementos de su estructura secundaria tendrfan gran importancia en el 
establecimiento y estabilizacion de estas interacciones. 
Debido a que el PKI es notablemente resistente a la desnaturalizacion por calor y 
por hcidos es sorprendente que tanto la proteina completa como sus p6ptidos menores 
tengan una estructura secundaria estabk. Sin embargo, 10s estudios de dicroismo circular 
(Reed y col., 1987) y resonancia magnetics nuclear (Reed y col., 1989) han demostrado 
que la estructura secundaria del PKI es tal que permite la interacci6n con la subunidad C 
en varios sitios ademhs del sitio de pseudosustrato; las caracteristicas mas relevantes de 
su estructura son: 
1. Una a hdlice amino terminal, importante para la especificidad de la 
interaction y para el alineamiento de residuos como  he" de manera de optimizar las 
interacciones hidrofobicas con la enzima. 
2. La presencia de un potencial puente de hidrbgeno entre el residuo ~ s n "  y
la zona mas basica de C. 
. 3. '~a presencia de una o mas hojas plegadas p, ya que las sustituciones que 
disminuyen la formacion de estas potendales estructuras (por ej, ~ l ~ " +  Leu, ser13+ 
Leu, ~ 1 ~ ' ~  + lle) reducen sustancialmente la inhibicibn. 
La cristalizacion de la subunidad C como complejo binario con PKI(5-24) y 
ternario con PKI(5-24) y nucleotidos confirmaron la presencia de estos elementos de 
estructura secundaria y aclararon las multiples interacciones que resultan en tan firme 
union al sitio activo (Knighton y col., 1991 (a) y (b)). 
La relevancia fisiologica del PKI no esta claramente establecida. La 
disponibilidad de PKI recombinante y la expresion deliberada del PKI en ciertas cdlulas 
podria proveer elementos para un mejor wnocimiento de su significado biologico. 
f 
4.2 Funcibn Y control de la PKA. 
Dada la enorme importancia regulatoria de la fosforilacion de proteinas, es 
crucial para la cdlula poseer estrictos mecanismos de control que le permitan activar e 
inactivar las quinasas de proteinas de acuerdo a sus necesidades metabblicas. Esto es 
particularmente cierto en el caso de una enzima como la subunidad catalitica C de la 
PKA, relativamente abundante y que parece tener facil acceso a diferentes 
compartimientos celulares en 10s cuales estii involucrada en la regulacion de eventos 
citodlicos y nucleares. Muchos de 10s aspectos intracelulares del control de la PKA son 
de conocimiento reciente y otros muchos siguen en estudio. 
4.2.1 Control de la PKA in vivo. 
La concentracion intracelular de la PKA es alrededor de 0,2-0,7 pM y la relacion 
molar entre las subunidades R y C es usualrnente 1: 1, aunque en ciertas circunstancias 
esta relacion puede alterarse (Beebe y Corbin, 1986). Por otro lado la relacion molar 
holoenzima tip0 lltipo 11 varia no s610 con el tipo de tejido y su fbente sino tambidn en 
diferentes estadios de un mismo tip0 celular; asi, se ve un cambio en la relacion entre 10s 
dos tipos de holoenzima durante el desarrollo, el crecimiento y diferenciacion celular, 
transformaciones malignas etc., aunque no se ha logrado una asociaci6n cierta de alguna 
de 10s dos holoenzimas con ninguno de estos complejos procesos. 
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El balance entre las dos subunidades ha merecido la atencion de muchos estudios 
como uno de 10s mecanismos que la dlula podria utilizar para regular en distintas 
circunstancias la actividad de la PKA. La vida media de la subunidad RI en higado es de 
3 1 h rnientras que la de R II es 125 h indicando que R I sufie recarnbio mucho mas 
rapido que R I1 (Weber y Hilz, 1986); mas aun en un determinado tipo de holoenzima las 
subunidades R y C tienen una velocidad ae recambio similar que se ha asociado a la 
sensibilidad de las subunidades libres a la degradacion ya que se ha observado una mayor 
susceptibilidad tanto de R como de C libres a la degradacion proteica (Alhanaty y col. 
198 1; Kinzel y col, 1987). 
Se ha demostrado que la sobre expresicin del ADN copia que codifica para la 
subunidad C provoca un aumento de varias veces en la cantidad de la subunidad RI sin 
que varie el nivel de su ARN mensajero ni la cantidad de R I1 (Uhler y McKnight 1987); 
este resultado sugiere que la induccion de una expresion aumentada de RI puede 
representar un mecanismo al que apela la dlula para neutralizar la subunidad C libre en 
exceso. Asirnismo una sobre expresion de RI hace a la celula parcialmente resistente a1 
AMPc, ya que R secuestra gran cantidad del nucldtido ciclico y se necesita una mayor 
concentracion del rnismo para lograr liberar una determinada cantidad de C. 
La segunda herramienta que podria utilizar la celula para controlar 
especificamente a la PKA es el PKI. En musculo esquel&ico, por ejemplo, la cantidad de 
PKI es suficiente para inhibir el 20% de la subunidad C presente en este tejido. La forma 
en que el PKI y la subunidad R comparten el control de C no es completamente 
conocida. Una posibilidad es que el PKI se use para controlar la subunidad C libre hasta 
que pueda ser secuestrada por R, en particular por RI recien sintetizada. Tambien es 
posible que el PKI sea usado para controlar C libre en circunstancias en las que R tiene 
baja afinidad por C debido a AMPc unido o en ciertos lugares de la celula que no puedan 
ser alcanzados por el dimero de R, por ejemplo, posiblemente el nucleo. 
4.2.2 Localizacion subcelular de la PKA. 
4.2.2.1 Proteinas de anclaje. 
Las holoenzimas de tip0 I y I1 se encuentran usualmente en el citosol; pero, 
mientras la enzima tip0 I se encuentra siempre en la fiaccion soluble de la cClula, la de 
tip0 I1 se encuentra frecuentemente asociada a fracciones particuladas de las que puede 
extraerse mediante el uso de detergentes no ionicos. Se ha demostrado que la enzima 
tipo I1 es anclada en organelas citoplasmaticas por proteinas especificas que interactuan 
con la subunidad RII en su forma dimerica (Scott, 1991; Hubbard y Cohen, 1993). La 
primera proteina de anclaje identificada fie la asociada a microtubulos (MAPZ)' que 
parece mediar la asociacion de la enzima a microtubulos; posteriormente se descubrieron 
otras que direccionan la holoenzima tip0 11 a elementos del citoesqueleto, complejo de 
Golgi y centrosoma. Las proteinas de anclaje se unen, a traves de una helice anfipatica 
ubicada en su extremo amino terminal, al dimero de RII con afinidad en el orden 
nanomolar. La union de la PKA via estas proteinas de anclaje a compartimientos 
especificos en la celula garantizarian la fosforilacion preferencial de sustratos cercanos al 
sitio de anclaje y podria explicar ciertos aspectos de la especificidad y selectividad de 
sustratos irt vivo; las proteinas de anclaje pueden considerarse como un elemento 
adicional de control de la actividad PICA que restringen su actividad a ciertos 
compartimientos celulares. 
f 
4.2.2.2. Translocaci6n a1 nucleo. 
El mecanismo por el cual el AMPc afecta eventos nucleares como la actividad 
transcriptional de genes eucariotas ha sido motivo de estudio desde hace muchos aiios 
(Nigg, 1990). Haciendo una analogia con la proteina CAP de procariotas, se ha 
discutido el rol probable de la subunidad R de la PKA en la regulacion de la 
 MAP^, del inglk "micmtubule-associated- protein-2", proteina asociada a m i c ~ l o s .  
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transcription; tambien se ha analizado la probabilidad de que ciertos eventos nucleares 
Sean mediados por la subunidad C. 
Existen firmes evidencias que favorecen la fbnci6n de C en el nucleo. Cuando el 
nivel de AMPc intracelular se mantiene aumentado por largo tiempo, la subunidad C se 
transloca a1 nucleo mientras R permanece fbera del mismo; C acoplada a marcadores 
fluorescentes, microinyectada en el citoplasma tambien se transloca ripidmente a1 
nucleo (Fantozzi y col., 1992). El mecanismo de translocacion no se conoce con 
exactitud; la mayoria de las proteinas con destino nuclear poseen secuencias especificas 
de localizaci6n que no se han detectado hasta ahora en C. El hecho de que a1 bajar 10s 
niveles de AMPc se haya observado que la subunidad C puede regresar a1 citoplasma 
sumado a otras observaciones adicionales, hacen pensar que muy probablemente la 
translocacion de C pueda explicarse por dihsi6n. Experimentos de microinyeccibn han 
demostrado que el PKI tambien puede entrar al nucleo y se propone que podria 
controlar no solo la actividad de C sino tarnbikn su salida del nucleo (Fantozzi y col., 
1 994). 
Si bien no se puede descartar la posibilidad de que la subunidad C tenga 
influencia en eventos nucleares mediante la fosforilacion en el citoplasma de algun factor 
que sea luego transportado a1 nucleo, la translocaci6n de C al nucleo parece representar 
un paso importante en un camino de transduccion de senales que regule la actividad 
genica. La respuesta transcriptional a la elevation del AMPc intracelular en eucariotas 
esti localizada en una familia de secuencias especificas en el ADN llmadas secuencias 
CRE~;  estas secuencias estan localizadas en la region promotora de varios genes y 
contienen la secuencia consenso TGACGTCA. En celulas que responden a un aumento 
del AMPc existe una familia de proteinas que se une a estos segmentos; una de ellas, la 
proteina CREB~, una vez fosforilada interviene en la transactivaci6n de 10s genes que 
responden al AMPc. La estequiometria y la cinetica de fosforilacion de CREB esth 
estrechamente correlacionada con la entrada de C al nucleo (Hagiwara y col, 1993). 
5 
' cRE, &I inglb ' C A M P - v n s e  element", e l m t o  que mponde a AMPc. 
CREB, &I inglb "CAMP-response element bindingw, proleiefna de unidn a CRE. 
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Mas recientemente se ha plant& tambien la existencia de un rol importante 
propio de la subunidad R en eventos n u d m  (Cho-Chung, 1993). 
.: 
4.3. Asvectos estructurales de la actividd de PKA. 
4.3.1. Reconocimiento del sustrato. 
La secuencia de reconocimiento del sustrato por la PKA, como ya h e  
comentado a1 inicio de esta seccion consiste fkdamentalmente en dos residuos basicos y 
el aminoacido receptor del fosfato separado de 10s primeros hacia la zona C terminal por 
uno o dos residuos de cualquier tipo. Los estudios realizados utilizando como sustrato 
peptidos sinteticos no alcanzan a explicar cuales son las interacciones entre la enzirna y 
sus verdaderos sustratos que le permite a la primera ser tan selectiva siendo tan limitado 
el numero de elementos de reconocimiento requerido. 
Los estudios de dicroismo circular realizados por Reed y Kinzel en 1984 (a y b), 
utilizando 10s complejos enzima-sustrato y enzima-pseudosustrato combinados con 10s 
estudios cindticos con pkptidos analogos (Reed y co1.,1985) han permitido elaborar un 
esquema del acomodamiento del sustrato al sitio activo en la primera etapa de la 
reaccion: 
1. En el primer contact0 de reconocimiento se establecen solamente uniones 
ionicas dkbiles entre 10s residuos bbicos del sustrato y cargas negativas de la enzima 
acompaiiadas por el desenrollamiento de una porcion de la a hClice de la enzima para dar 
una espiral extendida. 
2. Si la conformacion del sustrato en la vecindad de la serina o treonina blanco 
puede adoptar la forma de una espiral extendida, se establece una union m b  firme. 
3. Finalmente si un grupo hidroxilo del aminobcido blanco se encuentra en la 
posicion correcta, se produce una reorientacibn de una tirosina de la enzima, 
probablemente se excluye agua del sitio de transferencia del fosfato y se forma una 
estructura de hoja p plegada a expensas de la espiral extendida. El efecto final de la 
union del sustrato es aumentar notablemente el establecimiento de estructuras m b  
estables y ordenadas. 
Existen entonces a1 menos tres interacciones minimas para que el sistema est6 en 
condiciones de hncionar normalmente. Es importante notar que si 10s dos primeros 
pasos tiene lugar per0 no el tercero, como ocurre en el caso en que el peptido tiene 
alanina en lugar de serina, el ligando ha sido unido firmemente a la enzima pero 10s pasos 
previos a la catalisis no ocurren y el analog0 se comporta como un inhibidor competitivo 
del sustrato. c 
4.3.2. Estructura de la subunidad C. 
La resolucibn de la estructura cristalina de la PKA formando complejo binario 
con el peptido inhibidor y ternario con pseudosustratos y nucleotidos que se comento a1 
hablar de la estructura del PKI, permiti6 conocer tarnbitin la enzima en su conformacion 
activa (Bossemeyer y col., 1993; Zheng y co1.,1993). La estructura cristalina de la PKA 
sirvi6 de modelo para el analisis de la gran familia de las quinasas de proteinas y permiti6 
ahondar en 10s mecanismos de accion, 10s roles de 10s residuos conservados y 10s 
aspectos regulatorios de esta gran farnilia de proteinas. 
4.3.2.1. El dominio catalitico conservado. 
Para el estudio de las secuencias primarias de las quinasas de proteinas de 
eucariotas se adopt6 el andisis de Hanks y col., (1988), en el cual se alinearon 10s 
dominios conservados de las distintas secuencias conocidas hasta el momento con 10s de 
la PKA (el numero de quinasas de proteinas conocidas ha aumentado enormemente 
desde entonces). El dominio conservado de las quinasas resulta dividido por regiones de 
baja conservation, en 11 subdominios (figura 1-3); obviamente es de esperar que las 
secuencias compartidas en 10s subdominios conservados Sean importantes para el 
mecanismo catalitico, formando parte del sitio activo o contribuyendo a su estructura. 
Dentro del dominio catalitico se distinguen dos grandes grupos, la familia de las serina 
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Itreonina quinasas y la de las tirosina qtsinaurss, caracterizadas por segmentos cortos de 
arninoacidos especificos. El dominio aWc6 consenrado de las quinasas de proteinas, 
que comprende unos 260 residuos, cmtiamn mas de diez aminoacidos conservados 
invariantes o casi invariantes que probddemente posean un rol comun. Los estudios 
bioquimicos y geneticos realizados en 10s Wtimos 20 d o s  junto con 10s datos aportados 
por la cristalografia han permitido un detallado conocimiento de la enzima y han 
permitido modelar su estructura en acuerdo con 10s resultados obtenidos por 10s 
distintos enfoques aplicados a su estudio. 
- uni6n de ATP-Mg - - catslisis - ensamblado - 
c 
Figura E2. Esuctura primaria de la subunidad C de la PKA. Se seiialan las regimes 
conservadas del dominio catalitico. La nurneraciiwn de 10s subdominios en niuneros romanos es 
tomada de Hanks y col., 1988. 
4.3.2.2 Estructura terciaria de C 
La estructura terciaria del dominio catalitico consiste en dos estructuras 
lobulares separadas por un surco que es ocupado por !el sustrato; en la figura 1-3 se 
muestra un esquema simplificado de la topblogia de la subunidad C, (A) y el modelo 
tridimensional propuesto para su dominio catalitico, (B). Este dominio se inicia con la 
cadena p 1 en el lobulo menor y termina en la ~r~~~~ en el lobulo mayor; dentro de este 
dominio conservado hay 9 aminoacidos invariantes y varios residuos altamente 
conservados. 
El segment0 conservado rico en glicina ( ~ l ~ ~ ~ - ~ h r - ~ l ~ ~ ~ - ~ e r - ~ h e - ~ l ~ " ' )  esta 
involucrado en la uni6n del ATP-Mg. Otra region altamente conservada, quid la mas 
importante, se extiende desde la ~ 1 ~ ' ~ '  hasta la ~ s n " '  y se denomina 'loop' catalitico; 
este 'loop' dirige el evento catalitico mimu y guia a1 p+tido a su orientation correcta 
para que pueda ocurrir la cat6liss, sidmdo la  AS^'" considaada la base catalitica que 
sustrae el proton del grupo hidroxilo haciendo mas nucleofilico el oxigeno de la serina. 
En la tabla E2 se resumen las funciones mhs probables propuestas para 10s 
residuos considerados clave en el dominio catalitico de la subunidad C. 
Tabla 1-2. Asmiacio'n estructural y funciones probables de 10s residuos invariantes 
de la subunidad C 
Residuo Asociacih estructural Funcih probable 
G1P Secuencia rica en glicina Prom lugar para la ribosa 
GI#' Secuencia rica en ghcma Prom lugar para el fostirto P 
valS7 Interaccih hidrofobica con la adenosina. Parte del bolsillo del nucle&ido 
L Y ~ ~  Coordina 10s oxigenos de 10s fi>s&os Ubicaciin estereoquimica del grupo 
a y p del ATP trifbsfato 
Glugl Interacciona con ~ y s ~  Junto con ~~s~ ubicacibn del tribfkto 
Asp166 Contacta el sustrato seril-OH 
~ y s l ~ "  h t a c t a  el fosfato 7 transfixid0 
ASII'~' Cwrdina a y P fosfatos 
~ l u ' ~  Pueate salino con @"O 
ASPn0 Puentes de hidrogeno con 10s 
residuos del loop catditico 
ArgZs0 Puente salino con G ~ U ~ '  
Base catalitica 
Ubicacibl estereoquimica del fosfato y 
hsamblado del dorninio catalitico 
Ensamblado del loop catahco 
Easamblado del dominio catdtico 
Figura 1-3. A. Topologh de la subunidad C.. Los aminoacidos correspondieates a las 
estructuras secundarias son: para las hojas plegadas P, 1,43 a 48; 2, 57 a 63; 3, 67 a 75; 4, 106 
a 11 1; 5, 115 a 120; 6, 161 a 164; 7, 171 a 175; 8, 178 a 183; 9, 188 a 191; para las helices a, 
A, 15 a 31; B, 76 a 82; C, 84 a 97; D, 128 a 135; E, 140 a 159; F, 218 a 233; G, 244 a 252; H, 
263 a 272; I, 288 a 293; J, 301 a 307. N, amino terminal; C, carboxi terminal. Mode0 
tridimensional del dominio catalitico consmado & C Diagram en cinta mostrando el 
plegamiento de la subunidad C. Las regiones consewadas incluyen 2 loops, loop rico en gllcina y 
el loop cataWco que se indican en azul. Los sitios de unih a p w d o  se muestran en rojo. LQS 
amindcidos invanantes G1Y2, ~ ~ s ~ ~ ,  Glu9', Asp166, h p l U ,  G ~ U * ~ ~ ,  Aspm y k g m  son 
indicados por un punto y numerados. Las lineas rayadas indican 10s amindcidos cercanos, la 
linea punteada se extiende desde la kg16s a la ' ~ h r ' ~ ~ .  Tornados de Knighton y col, 1991. 
4.3.2.3. Modificaciones postraduccionales. 
Miristoilacion. 
Como ya h e  mencionado la subunidad C de la PKA esta miristoilada en su 
glicina amino terminal. La estructura cristalina de alta resolucion de la subunidad C de 
corazbn porcino muestra que el Bcido miristico estl plegado en la proteina dentro de un 
bolsillo hidrofobico entre la helice a amino terminal y la superficie del lobulo mayor; la 
miristoilaci6n se asocia a una mayor estabilidad tdrmica de la proteina (Bossemeyer, 
1993). 
Fosforilacion 
Muchas quinasas de proteinas son ellas mismas sustratos fosforilables. Algunas 
de estas fosforilaciones son eventos regulatorios positivos y otras negativos. Como ya se 
dijo la fosforilacion de la subunidad C en Thr19' parece ser necesaria para la maduracion 
de la enzima mas que para su regulation reversible (Steinberg y col., 1993). En la 
estructura cristalina del complejo ternario el grupo fosfato de la Thr'" interactua con 
varios residuos del lobulo mayor y del menor y por su ubicacion resulta pricticarnente 
< 
inaccesible a las fosfatasas; probablemente su papel en proveer una quinasa activa estd en 
facilitar el correct0 ensamblado del sitio activo. 
4.4. PKA en eucariotas inferiores. 
Han sido descriptas actividades de PKA en varios eucariotas inferiores. La 
mayor parte de estas enzimas mostraron caracteristicas hncionales similares a las 
descriptas para las PKAs de eucariotas superiores. La gran mayoria de las holoenzimas 
caracterizadas presentaron estructura tetramdrica a exception de las PKAs de D. 
discoideum (De Gunzburg y col., 1984) y de Saccobolus platensis (Silberstein y col., 
1990). En D. discoidetrm, se ha informado la existencia de una subunidad catalitica con 
un segment0 amino terminal extra de 332 sminohcidos que le otorga a la proteina una 
masa molecular inusualmente elevada p m  C (73 kDa) (Anjard y col., 1993). 
En S. cerevisiae se describi6 un s61o tip0 de PKA comparable a la isoenzima de 
tipo I1 de mamifero (Hixson y Krebs, 1980). Estudios posteriores demostraron que 
existen en la levadura tres genes diferentes que codifican para la subunidad catalitica 
(TPKI, TPK2 y TPK3) y un unico gen responsable de la expresion de la subunidad 
regulatoria (Toda y col., 1987). 
En el hongo dimorfico Mttcor rouxii la PKA eluye de una columna de DEAE- 
celulosa como las holoenzimas de tip0 I1 de eucariotas superiores (Moreno y Passeron, 
1985). Presenta la peculiaridad de no disociarse por la sola presencia del nucleotido 
ciclico, requiriendo ademh el agregado del sustrato o de ClNa. 
En el hongo acuatico Blastocladiella emersonii se ha descripto la existencia de 
un unica forma de PKA similar a1 tipo I1 (Brochetto-Braga y col., 1982). La PKA estd 
compuesta por dos subunidades cataliticas y un dimero regulatorio; arnbas subunidades 
son codificadas por genes unicos (Marques y col., 1992 (b) ). 
5.1. Caracteristicas bioauimicas. 
La proteina quinasa CK2 (CK2) es una SerIThr quinasa que se encuentra 
ubicuamente distribuida en 10s organismos eucariotas. 
La holoenzima aislada de muy diferentes fbentes es un tetrhero 
constitutivamente activo con un peso molecular aproximado de 130 kDa. El tetrhero 
.: 
de la CK2 humana esti compuesto por dos subunidades cataliticas ( a  y/o a') y dos 
subunidades regulatorias (P) con masas moleculares de 43 kDa (a), 38 kDa (a') y 28 
kDa (P). Tanto la estructura tetramerica como las masas moleculares de las subunidades 
se encuentran altamente conservadas en 10s distintos organismos. Sin embargo. algunos 
organismos parecen no tener la subunidad a' como en el caso de Caertorhabdifis elegans 
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(Hu y col., 1990) o Drosophila rnela~mpsier (Saxena y col., 1987), mientras otros 
poseen una adicional subunidad (PI) corn en S. cerevisiae (Glover Y col., 1994). 
En 10s ultimos afios ha habido un dramitico aumento en el numero de sustratos 
de CK2 identificados; hasta el momento m b  de 100 proteinas han sido reportadas. Entre 
algunos de estos sustratos se incluyen factores de transcription, productos oncogdnicos 
(c-Jun, c-Myc), proteinas supresoras de tumores, proteinas involucradas en transduccion 
de seiiales ( PKA, subunidad R; PKC; receptor de insulina; calmodulina), factores de la 
sintesis de proteinas, proteinas estructurales y de citoesqueleto. Sin embargo, a pesar de 
la gran cantidad de sustratos y de la importancia fisiologica de 10s rnismos, el rol precis0 
de esta enzima en 10s procesos biologicos permanece pobremente caracterizado, aunque 
numerosas y recientes evidencias indican que esta enzima estaria involucrada en la 
regulation de eventos proliferativos. 
El motivo reconocido por la CK2 en sus sustratos es del tipo X-SIT-X-X-ED. 
Ambos E y D pueden ser reemplazados por fosfo-serina o fosfo-treonina como 
determinantes especificos. El motivo contiene usualmente un grupo de residuos acidicos 
hacia el extremo C-terminal que favorecen fbertemente la fosforilacibn.; 10s residuos 
bhsicos en esta posicion son determinantes negativos. Tambien son determinantes 
negativos una prolina ubicada en posicion +1 o un duplete de residuos hidrofobicos en 
las posiciones +1 y +2. La secuencias que favorecen la forrnaci6n de estructuras del tip0 
hoja plegada P optimizan la eficiencia de fosforilacion. 
Una propiedad inusual de esta quinasa es la capacidad de utilizar el GTP como 
cosustrato ademas del ATP (Krn aparente 20 pM y 10 pM respectivamente). Tambien 
puede utilizar otros nucleosidos trifosfatos de purinas como el ITP y su respectivo 
deoxinucleotido de purina, per0 no es capaz de utilizar nucle6sidos trifosfatos de 
pirimidinas (Pieyrin y col., 1987). 
La actividad de CK2 no es afectada por 10s clhsicos segundos mensajeros como 
10s nucle6tidos ciclicos, fosfatidil inosiltolfosfatos o ~ a ' ~ .  La actividad es estimulada por 
compuestos polibisicos. Las poliaminas, espermina y espermidina, estimulan la actividad 
de 2 a 3 veces, mientras que 10s Mptidos polibbicos como la polilisina afectan la 
actividad en ?orma variable dependiendo del sustrato fosforilado. Por ejemplo, en el caso 
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de la calmodulina el requerimiento de polilisina para su fosforilacibn por CK2 es 
absoluto (Pinna, 1994). En contraste, cgmplestos polianibnicos inhiben la actividad de 
CK2. El inhibidor mis potente es la hepdna (Is0 aproximadamente 1.4 nM), otros 
pCptidos Bcidos como 2,3-bifosfo@erato, derivados de benzirnidazol o de 
f 
folilpoliglutamato son tambien inhibidores (Pinna, 1990). el ADN tanto doble como 
simple cadena es tambikn inhibitorio de la aotividad de manera no especifica de secuencia 
(Gatica y col., 1995). 
Las proteinas pueden ser fosforiladas por ambas subunidades cataliticas, mientras 
que la presencia de la subunidad P aumenta o disminuye significativarnente la 
fosforilacion. Otro grupo de proteinas no es fosforilado por la subunidad catalitica sola 
pero se transforman en sustratos en presenaa de la subunidad regulatoria (Bodenbach y 
col., 1994). 
5.2. Rol fisioljnico de la CK2. 
La CK2 es una quinasa de proteinas con una considerable importancia en la 
fisiologia de la celula ya que como hemos dicho se encuentra ampliamente distribuida en 
10s organismos eucariotas y por otro lado ha sido extraordinariamente conservada en la 
evolucibn. No solo ha sido conservada la estructura tetramerica de la holoenzirna y la 
secuencia de sus subunidades sin0 tambidn la estructura de sus genes. 
Existen una gran cantidad de evidencias que sugieren un importante rol de la 
CK2 en 10s eventos de proliferaci6n. En particular, ciertos estudios indican que la 
actividad de CK2 es mayor en cklulas en activa proliferaci6n cornparada con la actividad 
en cClulas quiescentes y en tejidos de tumores proliferativos comparados con tejidos no 
tumorales. Evidencias msls directas de la implicancia de la CK2 en la proliferacibn surgen 
de 10s estudios realizados en S. cerevisiae bnde se demostr6 que la disruption de 10s 2 
genes que codifican para las subunidades a y a' resulta en la completa pdrdida de 
viabilidad la cud puede ser recuperada por transformacibn con el ADNcopia que 
codifica para la subunidad a de 1). melartqgmier (Padmanabha y col., 1990). 
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Otro argument0 que sustenta un rol central de la CK2 en el control de las 
hciones celulares es provisto por el &a niunero, la variedad y la importancia de sus 
sustratos. Un andisis de 10s sustratos de la CK2 revela que varios de ellos son proteinas 
que involucran la expresibn genica y k s k i s  de proteins, lo cual apoya el concept0 de 
que la CK2 jugaria un importante rol m h procesos de prolifemcion celular. 
La fosforilacion por CK2 parsde &&tar el comportamiento biologico de las 
proteinas directa o indirectamente. Efectr~s indirectos son aquellos en 10s cuales las 
proteinas se vuelven blanw de otras qubsas despues de haber sido fosforiladas por 
CK2, en este caso si bien la primem fosforilaci6n no produce cambios en el 
comportamiento biologico del sustrato la mgda si lo hace. 
Por otro lado, la secuencia consenso de fosforilacion por CK2 puede contener 
fosfo-Tyr o fosfo-Ser en posiciones chves, por lo tanto las proteinas pueden ser 
previamente fosforiladas por tirosina o seaina quinasas para convertirse en sustratos de 
CK2. Estas fosforilaciones interdepedentcs forman la base para la interaccion entre 
CK2 y otras proteinas q u k .  Es esta v~psatilidad la que haw a la CK2 un elemento 
potencialmente importante en la complicada trama de procesos celulares como la 
transduccion seilales. 
Uno de 10s principales objetivw de nuestro laboratorio es el estudio de las vias 
de s e i i k i o n  celular involucradas en la diferenciaci6n de C. albicans. Dado que 
trabajos anteriores de nuestro laboratorio demostraron que las hormonas peptidicas 
como el glucagon, hLH y hCG activan Ia via de transduccion de seiiales que involucra al 
AMPc como segundo mensajero y que l a  fluctuacioms en 10s niveles intracelulares del 
nuclebtido ciclico esth estrechamente ligadas a1 proceso morfogen&.ico en C. albicans 
se decidio investigar cuidadosamente la wci6n del 'glucagon y de derivados del AMPc 
durante la transition levadura-micelio. 
Los resultados de esta investigaubn, que conforman la primera parte de este 
trabajo, confirmaron la participacion del AMPc en el proceso de diferenciacion. Con el 
objetivo de ahondar en el estudio bioquimico y molecular tendiente a dilucidar 10s 
mecanismos mediante 10s cuales el AMPc ejerce su acci6n como mediador endogeno en 
la morfog6nesis, se encar6 el estudio y la caracterizaci6n de la PKA, blanco universal del 
nuclebtido ciclico en todos 10s organismos eucafiotas estudiados hasta el momento. Este 
estudio abarci, la caracterizacion estructural y bioquJmica de la holoenzima y la 
purification de sus subunidades. Por otra parte se evaluo la posible modulation de la 




1. Crecimiento, maittenimiento Y morfodmds de C. albicans. 
1.1. Cultivo y mantenimiento de la cepa. 
Durante la realization de este trabajo se utiEz6 la cepa 1001 de C. albicans 
(ATCC 64385) cedida por el Dr. C. Nombela de la Universidad Complutense de Madrid, 
Espaiia. La cepa se mantuvo en picos de flauta en medio Sabouraud agarizado, 
repidndose cada 30 dlas en el mismo medio. Para salvaguardar la cepa de mutaciones 
espontslneas se la alicuoto en medio Sabouraud liquid0 conteniendo 50 % glicerol y se la 
1.2. Crecimiento levaduriforme de C. albicans. 
Para la obtenci6n de cultivos levaduriformes se inocularon en medio de Soll y 
Bedell cClulas de C. albicans crecidas en medio solido. Los cultivos heron incubados a 
28"C, con agitacion orbital de 200 rpm manteniendo una relacion atm6sfera:medio de 
cultivo de 4: 1.0, indistintamente, en una plancha de movimiento lateral en fi-ascos 
Fernbach con igual relaci6n atm6sfera:medio de cultivo. El tiempo de incubaci6n fie de 
14 horas para la obtenci6n de cultivos en fase logaritmica tardia y de 3 dias para cultivos 
en fase estacionaria. 
1.3. Mdodos para inducir la formacibn de tubos gerrninativos. 
1.3.1. Induccion de la germinaci6n en medio de Soll y Bedell. 
La morfogbnesis inducida por temperatura se realid de acuerdo a las 
descripciones metodologicas de Soll y Bedell (1978). La metodologia es sencilla y el 
Materiales y MCtodos 39 
porcentaje de germinacion que se obtiene es alto; esta tecnica h e  utilizada para 1s 
obtencibn del micelio empleado en 10s experimentos de caracterizacion de la PKA. 
Se creci6 el cultivo hasta fase estacionaria en medio de Soll y Bedell y se diluy6 
en el mismo medio reciCn preparado y precalentado a 37 "C a una concentracion final de 
2 x lo6 cClulas por ml. El cultivo h e  incubado a 37 OC durante 90 rnin obtenidndose un 
porcentaje de germinaci6n del 100 %; el micelio h e  cosechado por centrihgacion. 
1.3.2. Induccion de la germinacion en medio inductor de la germinacion (MIG) 
Esta tecnica h e  utilizada en 10s experimentos realizados para el estudio del 
efecto del glucagon y de 10s nucleotidos sobre la morfogknesis de C. albicarts. 
r 
Celulas crecidas hasta fase estacionaria en medio de Soll y Bedell heron lavadas 
dos veces en agua destilada y resuspendidas en medio MIG a una concentracion de 6 x 
lo6 celulas por ml. Los inductores utilizados, NAcGlc o suero, heron agregados a las 
concentraciones indicadas en cada experimento y 10s cultivos heron incubados a 37 "C 
con agitacion. El AMPc, el dbAMPc, el GTPyS, la teofilina o el glucagon heron 
agregados a las concentraciones finales indicadas cuando h e  requerido. 
Para la evaluacibn del efecto de 10s inductores sobre el comprorniso a formar 
tubos germinativos se siguio el siguiente protocolo: las celulas previamente incubadas en 
medio MIG durante 45 rnin a 37 "C en presencia del inductor (NAcGlc 5 mM o suero 
7,5 %) heron centrifugadas y resuspendidas en medio fresco, la incubacion se prosiguio 
durante 60 min a 37 "C y se determino el porcentaje de germinacion. 
En 10s experimentos diseiiados para discriminar entre la estimulacion de la 
formacibn de tubos germinativos y el crecirniento hifil, el inductor (0,5 mM NAcGlc) 
fbe lavado luego de 45 min de incubacion a 37 "C; 10s compuestos a ser testados heron 
agregados en las concentraciones indicadas en cada experimento y la incubacion se 
continuo durante 60 min a 37 "C. 
En 10s experimentos realizados para observar el efecto de 10s anticuerpos anti 
glucagon sobre la actividad estimulatoria de la hormona, el glucagon a una 
concentracibn de 100 nM h e  preincubado solo o en presencia de diferentes diluciones 
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de 10s anticuerpos durante 60 rnin a 37 T en un volumen final de 100 pl de medio MIG 
conteniendo suero 1,5 %; despues de la preincubacion, se agregaron las celulas en un 
volurnen de 100 pl de medio fresco a unr concentracih de 12 x 1 o6 celulas por ml y la 
incubacion fbe continuada durante 90 min a 37 O C  . 
En todos 10s casos el porcentaje de germination h e  evaluado bajo rnicroscopio 
optico utilizando un hemocitometro. Se wnsidero como &Ida germinada aquella que 
habia emitido un tubo germinative cuyo jo  &era al menos igual al dihetro de la 
levadura madre. Todos 10s experimentos se reahzaron por triplicado, y al menos 200 
celulas heron cuantificadas. 
Las rnicrofotografias se tomaron con una c h w a  Nikon M-35s acoplada a un 
microscopio Nikon Microphot Fx. 
1.4. Medios de cultivo. 
1.4.1. Medio descripto por Sol1 y Bedell. 
El medio de cultivo descripto por Sol1 y Bedell (1978) contiene : glucosa 10 g, 
bactopeptona 10 g, extract0 de levadura 1 g, SOMg.7H20 1 g, P o r n 2  1 g y P04H2K 
2,2 g por litro de agua destilada. 
1.4.2. Medio inductor de la germinacion (MIG). 
El medio minim0 definido descripto por Pollack y Hashimoto (1987) contiene : 
S04Fe 0,l mg, CK 0,4 g, S04Mg 0,2 g, P04H2Na 0,125 g, ClNa 6,4 g,C03HNa 0,75 g 
por litro de buffer Hepes 50 mM pH 6,8. 
El medio MIG sin fosfatos time similar composicion que el anterior except0 que 
el P04HzNa ha sido omitido. 
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1.4.3. Medio Sabouraud. 
Este medio es comercializado como caldo-glucosa 2% Sabouraud y su 
composici6n es peptona de came 10 g, glucosa 20 g por litro de agua destilada; el pH 
del medio de cultivo es de 5,6. 
2. Preyavacion de extractos de C. albicmas. 
Todas las operaciones fueron llevadas a c a b  a 4°C. Las cClulas de 10s diferentcs 
estadios m6rftcos fberon cosechadas por centrihgacion, lavadas 2 veces con agua 
destilada y resuspendidas en el buffer de homogeinizacion correspondiente. 
C 
2.1. Extractos solubles para ~urificaci6a de 18s &a$. 
Las celulas cosechadas fueron resuspendidas en buffer fosfato de sodio 20 mM 
pH 6,8; EGTA 1 rnM; EDTA 1mM; P-mercaptoetanol 10 rnM e inhibidores de proteasas 
(buffer A). Los extractos crudos se obtuvieron por ruptura de las c8ulas en French 
pressure cell a 70 Mpa seguido por una centrihgaciitn a 5000 x g durante 15 min 
Finalmente, el extract0 se clarific6 por centrifbgacibn a 100000 x g durante 45 min y al 
sobrenadante obtenido se lo deaomino fraccion S 100. Este metodo de preparaci6n de 
extractos permite procesar una cantidad importante de cClulas, obteniendose una muy 
buena extracci6n de proteinas por lo cual h e  usado fbndamentalmente para las etapas de 
purification de las enzimas. 
2.2. Extractos solubles Dara tecnicas i n r n w l o ~  , . Gas. 
Los extractos solubles para 10s experimentos de inmunoprecipitaci6n se llevaron 
a cab0 por vortexeo de las celulas en presencia de perlas de vidrio. Para ello se 
agregaron 2 volumenes de perlas de vidrio por cada volumen de c6lulas centrfigadas, 
mhs dos volumenes del buffer Tris HC150 mM pH 8,l; Tween 20 0,l %; CINa 150 mM; 
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inhibidores de fosfatasas e inhibidores de proteasas (buffer B), la mezcla fbe vortexeada 
durante 1 min y se dejo enfriar en hielo durmte 1 rnin, este ciclo se repiti6 8 veces. 
Finalmente se centrihgo a 5000 x g durante 15 rnin y se guard6 el sobrenadante. 
En el caso de 10s extractos para ensayos de Western blot, 6stos se realizaron en 
forma similar a la descripta para la inmunoprecipitacion o, alternativamente, se 
prepararon por calentamiento de las &lulas centrifbgadas directamente en soluci6n de 
Laemmli 1 x durante 15 min a 100 "C, con el fin de minimizar la proteblisis. 
2.3. Inhibidores de proteasas. 
Los inhibidores de proteasas utilizados heron: antipaina 20 pglml; leupeptina ; 
.: 
20 pglml, pepstatina 20 pglml; PMSF lmM; benzarnidina 20 rnM 
2.4. Inhibidores de fosfatasas. 
Como inhibidores de fosfatasas se incluyeron en las soluciones fluoruro de sodio 
50 rnM, glicerofosfato de sodio 150 mM y vanadato desodio 100 pM. 
3. Cromatopufia en Morio 0 de extractos de C. albicans. 
Todas las operaciones se realizaron a 4 "C. La fiaccion SlOO (15 mg de 
proteina) fbe sembrada por inyecci6n en una columna de Mono Q HR515 (sistema 
FPLC) previarnente equilibrada en buffer A. La columna se lavb con dos volumenes del 
mismo buffer y la proteina retenida se eluyo aplicando un gradiente lineal de 0-400 mM 
ClNa (20 ml) a un flujo de 0,3 mllmin. Se recogieron fiacciones de 300 pl y se midi6 
capacidad ligante de AMPc y actividad de PKA en alicuotas apropiadas de cada 
fiaccion. Alicuotas de las fracciones activas fberon sometidas a anhlisis de fosforilaci6n 
endogena (ver seccion M-8.3 .), marcacibn con ~ - ~ ~ ~ ~ o - A M P c [ ~ ~ P ]  (ver seccion M-8.4.) 
e inmunorreactividad contra el antisuero anti C de B. enrersortii (ver secci6n M-9.2.). 
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4. PuriRcacibn tmcial de la PKA de C, dm. 
bI 
Todas las operaciones se 1- a oabo a 4 O C .  La fraction SlOO (1 g de 
proteina) fire sembrada en una colunma DE-52 (2 x 30 cm) previamente equilibrada en 
buffer A. La colurnna h e  lavada con 5 v o ~ e s  del mismo buffer y la proteina retenida 
se eluyb con 10 volbenes de un gradiae lined de 0-300 mM ClNa. Se rm@eron 
fiacciones de un centbitno del volumen de la columm y se midi6 la capacidad ligante de 
AMPc y la actividad de PKA en alicuotas apropiadas de cada flaccion. Las fiacciones 
con actividad de PKA y capacidad ligate de AMPc que eluyeron a 150 rnM ClNa se 
reunieron y se concentraron por precipitdn con sulfito de amonio diido hasta un 80 
% de saturation. 
El precipitado se resuspendio en M e r  A conteniendo ClNa 150 rnM, se dializo 
contra la misma solucibn y se clarific6 por centdbgacii6n. La solucion resultante de 
aproximadamente 5 mg/ml de proteina se sembrb en una columna de Sephacryl S300 (1 
x 60 cm) equilibrada en el mismo buffer, el volumen de siembra h e  del 1-2 % del 
volumen de la columna. La proteina se eluyb con el mismo buffer a un flujo de 4,s 
mVhora y se recogieron fiatxiones de 0,s ml. Las fracciones con actividad de PKA se 
reunieron y se concentraron aproximadamente hasta 500 pl en concentradores Centricon 
100; la preparacion se guard6 en alicuotas de 25 pl a -20 O C  en presencia de 20 %(v/v) 
glicerol. Esta preparacibn fie estable por varias sernanas y fie utilizada para la 
caracterizacion de la PKA de C. albicans, 
En 10s caws en que se requiriersn preparaciones de holoenzima completamente 
libres de subunidad R la &accibn obtenida a tra* del tamiz molecular fie sometida a un 
Paso adicional de puriflmibn a trav6 de gradiente de sacarosa (detalles de la 
p r e ~ m ~ i b n  de 10s gradientes en la secciibn M-7.1.). Las fiacciones de 10s gradientes con 
actividd de PKA heron rewidas, alieuotadas y guardadas a 20 OC en presencia de 20 
%(v/v) glicerol. 
Todos 10s pasos se realizaron a 4 OC. La fkacci6n SlOO (1,4 g de proteina) fbe 
sembrada en una columna de DE-52 (2 x 30 cm) equilibrada en buffer A. La columna fue 
lavada con 5 volumenes de buffer A y la holsenzima fue eluida con un gradiente lineal de 
0-300 m M  ClNa en buffer A. Las fracoiones con actividad de PKA y capacidad ligante 
de AMPc fueron reunidas y sembradas en una columna de AMPc agarosa (2 rnl) 
equilibrada en buffer A conteniendo 150 mM ClNa. La actividad de union de AMPc h e  
retenida en la columna mientras que la actividad fosfotransferasa percol6. La columna 
fbe sucesivamente lavada con 10 rnl de buffer A conteniendo ClNa 2 M, 10 ml de buffer 
A conteniendo AMP 10 rnM y finalmente con 10 ml de buffer A conteniendo ATP 10 
mM. A continuaci6n la columna fbe desarrnada y la subunidad R fue eluida por 
incubation de la resina con 2 ml de buffer A conteniendo AMPc 10 rnM durante 180 rnin 
a 4 "C con agitacion. A1 cab0 de este tiempo la suspensi6n se centrifbg6 y se recuper6 el 
sobrenadante. El procedimiento de eluci6n se repiti6 una vez rnh pero la incubacibn ibe 
de 12 horas. 
En algunas purificaciones se agrego a1 buffer de elucion 0,I mdml de albumina 
bovina debido a que se observo un aumento en el rendimiento, probablemente causado 
por un efecto protector de la albumina sobre la prote6lisis de la subunidad regulatoria. 
Los sobrenadantes se reunieron y se dializaron durante 36 horas contra buffer A, 
cambiando el buffer cada 6 horas aproximadamente. Esta preparation fbe concentrada 
aproximadamente a 300 pl con concentcadores Centricon 10, se agreg6 20 %(v/v) 
glicerol , se fraccion6 en alicuotas de 20 PI y se guard6 a -20 "C. 
< 
6. Purificacibi de la s~rbrrtiiabd catalitica. 
La purificaci6n fie llevada a cabo a 4 "C de acuerdo a lo descripto por Reimann 
y Beham, (1 983). La fracci6n S 100 (1 g de proteina) fbe sembrada en una columna de 
DE-52 (2 x 30 cm) equilibrada en buffer A. La columna fbe lavada con 5 volumenes de 
buffer fosfato de sodio 55 rnM pH 6,8 y la subunidad catalitica h e  eluida por el 
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agregado de 50 ml de buffer fosfato de d i o  45 rnM pH 6,8 conteniendo AMPc 0,2 
mM. Las fiacciones conteniendo actividad de quinasa heron reunidas y sembradas en 
una columna de hidroxiapatita (5 rnl) equilibrada en buffer fosfato 45 mM pH 63.  La 
subunidad C fbe eluida aplicando 50 ml de un gradiente lineal de buffer fosfato de sodio 
45-500 mM; las fiacciones contenimdo actividad de quinasa heron reunidas, 
concentradas aproximadamente hasta 51)0 pl en concentradores Centricon 10 y la 
preparation se guard6 en alicuotas de 25 pl a -20 OC en presencia de 20 %(v/v) glicerol . 
7.1. Coeficientes de sedimentacion. Ultrlicentrih~aci~n e aradientes de sacarosa. 
Para la determinacion del coeficiente de sedimentacion de la PKA se utilizaron 
gradientes lineales de sacarosa de 5 a 20 % preparados en buffer A. Los gradientes se 
construyeron depositando en tubos de 5 ml sucesivas capas de 0,65 ml de soluciones de 
sacarosa de concentracion 20; 17,5; 15; 12,5;10;7,5 y 5 % respectivamente, se dejaron 1 
hora a temperatura ambiente, y a1 cab0 de ese tiempo se colocaron en un bafio de hielo. 
Inrnediatarnente se sembraron 0,2 ml de la mezcla que contenia la holoenzima y las 
proteinas marcadoras. La centrifbgacion se llev6 a cab0 a 36000 rpm durante 18 horas 
en un rotor SW 55 Ti. A1 terminar la corrida se recolectaron fracciones de 0,2 ml 
haciendo sifon desde el fondo del tub0 y se midi6 actividad de PKA y capacidad ligante 
de AMPc en-plicuotas de cada fiaccion segun se describe en las secciones 8.1 y 8.2.. 
Para la determinacion de 10s coeficientes de sedimentacion de las subunidades de 
la PKA el procedimiento h e  similar a1 descripto con la excepcion que 10s gradientes de 
sacarosa se prepararon en buffer A conteniendo AMPc [ 3 ~ ]  0,5 pM y la holoenzima fbe 
preincubada durante 10 min a 30 "C en el mismo buffer conteniendo AMPc 5 pM. En 
este caso la medicion de la capacidad ligante de AMPc en las fiacciones se realizo 
directarnente por filtrado en nitrocelulosa de una alicuota de 40 pl de cada fiaccibn y se 
cuantifico la radioactividad retenida. 
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Los marcadores de sediment&n utilizados heron: catalasa (1 1,3), glucosa 
oxidasa (8,3 S), peroxidasa (3,s S) y citocromo C (1,7 S). 
Los coeficientes de sedimentacidn k la PKA y sus subunidades se determinaron 
de acuerdo a Martin y Ames, (1 964). 
7.2. Radio de Stokes. T&Z molecular. 
. - 
La determinaci6n del radio de Stokes para la holoenzima se llev6 a cab0 por 
filtracion molecular de una preparacibn de holoenzima parcialmente purificada en una 
columna de Sephacryl S300 (1,2 x 80 cm) equilibrada con buffer A conteniendo CNa 
250 mM. La columna se desarrollo con la misma soluci6rr de equilibrio a un flujo de 4,s 
rnllhora. Se recogieron fiacciones de un centbsimo del volumen de la columna y se midi6 
actividad de PKA y capacidad ligante de AMPc en alicuotas de todas las fiacciones. 
La determinacion de 10s radios de Stokes para Ias subunidades de la PKA se 
llevo a cabo por filtracion molecular de una preparacion de holoenzima preincubada con 
AMPc I ~ H ]  5 pM en una columna de Sephacryl S300 (1,2 x 80 cm) equilibrada con 
buffer A conteniendo ClNa 150 mM y AMPc 0,5 pM. La columna se desarroll6 con la 
misma solucion de equilibrio a un flujo de 4,s mVhora . La medicion de la capacidad 
ligante de AMPc se realiz6 segtin el ensayo descripto en M-8.2. except0 que la 
concentracion de AMPc [ 3 ~ ]  utilizada h e  de 5 pM. 
El volumen de exclusi6n se determino con Az;ul de Dextrano. Las proteinas 
marcadoras utilizadas heron P-galactosidasa (6,s nm), catalasa (5,2 nrn), peroxidasa 
(3,O nm)y citocromo C ( 1,8 nm). 
Los radios de Stokes de la PKA y de sus subunidades fberon estimados 
grhficamente segun el m6todo de Laurent y Killander, (1964) a partir de sus voltimenes 
de elucibn y 10s de las proteinas marcadoras. 
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7.3. Estimation del peso molecular de h PIQA v sus subunidades. 
La estimacibn del peso molecular de la PKA y sus subunidades se calculo de 
acuerdo a1 metodo de Siegel y Monty, (1966). Para ello se aplic6 la siguiente formula: 
Donde N es el numero de Avogadro (6,02 x 10 23), q es la viscosidad del agua a 20°C 
(1,l x 10-2 g/cm seg), v es el volumen especifico parcial (0,74 cm3/g), p es la densidad 
del agua a 20°C (0.98 g/cm3), a es el radio de Stokes (x 10 -' cm) y S es el coeficiente 
de sedimentacion (x 1 0'13 seg). 
7.4. Cociente friccional. 
Para calcular 10s cocientes friccionales flfO se utilize el mCtodo de Siegel y Monty, 
(1 966). Se aplico la formula: 
8. Medicion de las acfividades de la PKA. 
T 
8.1. Medicion de actividad de PKA. 
La medicion de la actividad fosfotransferasa se llevo a cab0 en un volumen final 
de 60 pl de una mezcla conteniendo buffer Tris HCI 20 rnM pH 73; ClzMg 10 rnM; P- 
mercaptoetanol 1 mM; A T P ~ [ ~ ~ P ]  0,l mM (0,l-0,5 Cilmmol) y kkmptido 0,l rnM wmo 
sustrato ex6geno aceptor del grupo fosfato, en presencia o en ausencia de AMPc 50 
pM. Las incubaciones se llevaron a cabo durante 10 min a 30 OC. La reaccibn se detuvo 
sembrando 50 pl de la mezcla de incubacibn en papeles de fosfocelulosa de 2 x 2 cm 10s 
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cuales se lavaron por inmersion en solueibn de Bcido fosfbrico 75 m M  tres veces 
consecutiva+agitando suavemente durante 10 min cada vez y una ultima vez con etanol 
96 %. LOS papeles se secaron con corriente de aire caliente y la radioactividad de 10s 
mismos se determino usando una solucibn centelladora de tolueno. En todos 10s casos 
las mediciones se realizaron en condiciones de linealidad con el tiempo y con la 
concentracion de enzima. 
8.2. Medicion de capacidad linante de AMPQ. 
La capacidad ligante de AMPc se midio por el metodo de filtration en 
membranas de nitrocelulosa. Las mezclas de incubacion conteniendo buffer Tris HCI 14 
mM pH 73; ClzMg 7 rnM; p-mercaptoetanol 1,4 mM; ClNa 600 mM y AMPc ["HI 210 
nM (250000 cpm) y la preparacion enzimatica, en un volumen final de 60 PI, se 
incubaron durante 20 min a 30 "C. Alicuotas de 50 p1 de las mezclas de reaccion se 
filtraron al vacio por membranas de nitrocelulosa. Las membranas se lavaron con 10 ml 
de buffer TrisHCl 20 rnM pH 7,4, se secaron en estufa y la radioactividad retenida en las 
mismas se midio en solucion centelladora de tolueno. La union no especifica se 
determino en presencia de 100 pM AMPc. 
Los ensayos de fosforilacion endogena se Ilevaron a cab0 en un volumen final de 
50 pl de una mezcla de reaccibn conteniendo Tris HCI 20 m M  pH 73; ClzMg 10 mM; 
P-mercaptoetanol 1 mM y A T P ~ ~ ~ P ]  10 pM 0.2 Cilmmol, en ausencia de AMPc y de 
sustrato exbgeno. La mezcla de reaccion h e  incubada durante 2 min a 4 "C y la reacci6n 
h e  frenada por agregado de solucion de Laemmli 2 x y posterior calentamiento a 100 "C 
durante 2 min. Cuando la fosforilaci6n h e  seguida por inmunoprecipitaci6n la reaction 
h e  fienada por dilucion en buffer B. Las proteinas heron separadas en SDS-PAGE 12 
%, el gel fbe secado y autorradiografiado. 
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8.4. Marcacibn por fotoafihidad de la submidad renulatoria. 
r 
La marcacion con 8-azido-~MFc[~~~]  de extractos crudos o de holoenzima 
parcialmente purificada se llev6 a cab0 seEyirn lo descripto por Walter y col., (1977). La 
mezcla de reaccion (50 PI) contenia buffer MES 25 mM pH 6,2; EDTA 0,5 mM; EGTA 
0,5 mM; inhibidores de proteasas; ~ - ~ ~ ~ ~ o - A M P c [ ~ ~ P ]  2 p M  (150 Ci/mmol)y distintas 
cantidades de proteina. La mezcla h e  incubada durante 10 min a 4 "C, irradiada con luz 
ultravioleta utilizando una Ihpara Mineralight (254 nm) durante 12min a 4 "C a una 
distancia de 3 cm (160 mw/cm2). La reaccibn se fieno por el agregado de solucibn de 
Laemmli 2 x y posterior calentamiento a 100 "C durante 5 min. Cuando la marcacibn fbe 
seguida por inrnunoprecipitacion la reacci6n se fiend por diluci6n en buffer B. Las 
proteinas heron separadas en SDS-PAGE 12 %, el gel h e  secado y autorradiogratiado. 
9. Mediciori de acli~~idad de CK2. 
La actividad de CK2 h e  ensayada midiendo la incorporation de 32 P en caseina 
desfosforilada o en el piptido sintetico RRRADDSDDDDD. La mezcla de incubacion 
contenia: buffer Tris HCI 50 mM pH 7,4; P-mercaptoetanol 2 mM; C12Mg2 10 mM; 
ClNa 100 rnM; ATP~['~P] 50 pM 20 Cihnmol y caseina desfosforilada 5 mg/ml o 
pCptido sintetico 70 pM, en un volumen final de 50 pl. Las incubaciones heron 
realizadas durante 10 min 30 "C. La reaccibn fbe iniciada por el agregado de la fiaccion 
enzimhtica y terminada por el sembrado de 20 p1 de la misma en papel de fosfocelulosa 
de 2 x 2 cm , 10s papeles se procesaron como en la medicion de actividad de PKA. 
10.1. Fosforiiacibn  or la subunidad C de la PKA. 
Los ensayos de fosforilacion de la subunidad R por C se llevaron a cab0 en un 
volumen final de 30 pl de una mezcla de reaccibn que conteniendo buffer Tris HC1 20 
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mM pH 7,5; C12Mg 10 mM; p-mercaptoetanol 1 mM; EGTA 1 mM; EDTA ImM; 
A T P ~ [ ~ ~ P ]  0,l m M  (1-5 Cilmmol); inhibidores de fosfatasas y subunidad R purificada ( 
0.1-0,5 pg). la mezcla h e  incubada duMts 30 min a 30 OC. La r e a d n  h e  iniciada por 
el agregado de la fraction enzimatica y terminada por la adici6n de soluci6n de Laernrnli 
4x y posterior calentamiento a 100 OC. durmte 2 min. Las proteinas heron resueltas en 
SDS-PAGE, el gel secado y sometido autorradiografia 
10.2. Fosforilacion vor CK2. 
Los ensayos de fosforilacion de la subunidad R por CK2 se llevaron a cab0 en un 
volumen final de 25 p.1 de una mezcla de reaction que conteniendo buffer Tris HCl 50 
mM pH 8,5; C12Mg 10 rnM; P-mercaptoetanol 2 mM; EGTA 1 mM; EDTA 1mM; 
A T P ~ [ ~ ~ P ]  ,O,l mM (1-5 Ci/mmol); inhibidores de fosfatasas y subunidad R purificada ( 
0.1-0,5 p.g) la mezcla h e  incubada durante 60 min a 37 "C. La reaccion h e  iniciada por 
el agregado ?e la fraccion enzimatica y terrninada y andizada como se describio en item 
1 1. Fosforilacion in vivo durante la morfoahesis. 
CClulas crecidas hasta fase estacionaria en medio de Sol1 y Bedell heron lavadas 
dos veces en agua destilada y resuspendidas en medio MlG sin fosfato a una 
concentration de 6 x 10' celulas por ml. La germination se indujo por agregado de 
NAcGlc 2,5 mM y 10s cultivos heron incwbados a 37 OC con agitaci6n durante 90 min 
en presencia de 4 mCi r3p] ortofosfato disklico. 
Alicuotas de las celulas fueron centritirgadas a distintos tiempos y 10s extractos 
crudos heron preparados por vortexeo de las dlulas en presencia de perlas de vidrio en 
buffer Tris HCl 50 mM pH 8 conteniendo Tween 20 0,l %,; ClNa 150 mM; EDTA 5 
mM; inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas y centrifbgacibn a 10000 x g 
durante 5 min. Los extractos crudos heron inmunoprecipitados con antisuero anti R de 
C. albicarzs siguiendo el protocolo detallado en la secci6n M-14.3. 
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12. Determit~acidn del aminohcido f&lado. 
La subunidad R fbe fosforil& in vitro o in vivo segtin 10s procedimientos 
descriptos. Una vez finalizada la reacdn de inmunoprecipitaci6n o de fosforilaci6n in 
vitro las muestras heron sometidas a SDS-PAGE 10% y las proteinas heron 
transferidas a membranas de lmmotrifon la cud fbe autorradiograflada. La banda 
fosforilada fbe recortada de la membrm y tratada con 200 pl de HCI 6 N durante 2 
horas a 1 10 OC en tub0 cerrado con la finalidad de hidrolizar la proteina. Luego de este 
tratamiento la membrana h e  retirada y la muestra fire evaporada aplicando vacio y se 
realizaron 3 lavados con agua destilada por sucesiva resuspension y evaporacibn. 
Finalmente la muestra h e  resuspendida en 30 pl de agua destilada. Una alicuota de 5 pl 
(aproximadamente 3000 cpm) fbe semhada en placa delgada de microcelu~osa 
juntamente con 2 pl de una mezcla de fosfoamino~cidos estandares y sometida a 
electroforesis durante 150 min en una soluci6n pH 3,s conteniendo: bcido acdtico 5% 
(vlv), piridina O,5 % (vlv) a 300 V. Luego de secar la placa la ubicacion de 10s 
fosfoaminoaGidos esthdares se determid por tinci6n con ninhidrina y la de 10s 
arninoacidos marcados con [32~] por autorradiografia. 
13.1. Maveo por ~roteolisis enzimatica limitda. 
La subunidad regulatoria previamente fosforilada in vifro por C o CK2 h e  incubada en 
presencia de proteasa V8 de Staphyioccus aureus (enzima:sustrato, 1 : 5) durante 15 min 
a temperatura ambiente o en presencia de tripsina (enzima:sustrato, 1 :200) durante 15 
min a 0 "C. En el caso de la fosforilacibn por CK2 el ensayo fbe detenido por el 
agregado de EDTA 100 mM previo a la incubation con V8, esto h e  necesario debido a 
que se observ6 que la CK2 fosforilaba a una proteina de la preparaci6n de la proteasa y 
este hecho interferia en anhlisis de 10s resultados. La reacci6n de prote6lisis fue 
finalizada por la adicion de solucibn de Laemmli 4x y posterior calentamiento 100 "C 
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durante 2 min.. Las muestras heron anslidas por SDS-PAGE (12% o 15%) y el gel se 
autorradiografio. 
13.2. Maveo por ~roteolisis auimica. 
La subunidad R fosforilada it1 vitro o in vivo h e  sometida a SDS-PAGE 10 % y 
transferida a membranas de nitrocelulosa por transferencia semi seca. La membrana h e  
expuesta a autorradiografia y la banda fosforilada h e  cortada y sometida a 10s siguientes 
tratamientos alternatives: 
1) Clivaje en metionina: se incuba la membrana con BrCN lmg/ml en acido formico 70% 
2) Clivaje en metionina y triptofano: se incuba la membrana con BrCN Img/ml, IK 12 
mM en acid0 formico 70 %. 
3)Control : se incuba en 70 % acido formico 
La incubacion se realiza durante 18 horas a temperatura ambiente en tub0 cerrado 
evitando la exposicion a luz en un volumen final de 200 pl. Todo el procedimiento dzbe 
llevarse a cab0 bajo campana evitando la exposicion a1 BrCN que es mortal. 
Finalizada la itlcubacion se retira la membrana y la muestra es concentrada y lavada 3 
veces con 200 pl de agua destilada por centrihgacion en Speed Vac. Luego se agrega a 
las muestras concentrada el volumen adecuado de buffer Laemmli 4x y se someten a 
SDS-PAGE 15% y autorradiografia del gel. 
14.1. Preparation de anticuer~os ~oliclonales contra la subunidad R de C. albicatu. 
La subunidad R purificada (100 pg) se corri6 en SDS-PAGE 12 % y luego de la 
electroforesis la proteina h e  visualizada por tinci6n con Coomassie por el procedimiento 
descripto poi Harlow y Lane, (1 988). La region del gel conteniendo h banda de 64 kDa 
fbe cortada y la proteina inmovilizada en acrilamida fue emulsionada con adyuvante 
completo de Freund para la primer inyeccion e incompleto para las dos posteriores, 
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siguiendo basicamente el protocolo dewripto por bunbar, (1987). El esquema de 
inmunizacibn consistio en una primera inyeoci6n intramuscular (100 ug de proteina) y 
dos inyecciones subcutheas posteriores (40 ug de proteina) a intervalos de 15 dias cada 
una. Transcurridos 7 dias de la ultima inyewi6n 10s conejos heron sangrados por la vena 
marginal de la oreja y el suero titulad~ por Western blot. El suero preinmune h e  
preparado a partir de la sangre de 10s mistnos conejos extrdda antes de la inmunizacion. 
14.2. Tdcnica de Western-blot. 
La tecnica utilizada para la detecci6n inmunol6gica de las proteinas de interb 
sobre membranas de nitrocelulosa o PVDF se realizo segun el protocolo que se detalla a 
continuaci6n. 
Las proteinas separadas por SDS-PAGE heron electrotransferidas a membrana 
de nitrocelulosa ( 0,45 pm ProtranTM, Schleicher & Schuell) o PVDF (Imrnobilon-P SQ, 
Millipore) por transferencia semi seca con una solucibn conteniendo Tris base 48 mM; 
glicina 39 rnM; SDS 0,037 % y metan0120 % durante 45 rnin a 2 mNcm2. Las proteinas 
transferidas heron visualizadas por tincion con colorante de Ponceau S 0,l % en acido 
acetic0 5 % durante 5 min; el colorante se elimin6 con agua destilada. 
Las membranas se incubaron durante 30 min a temperatura arnbiente en PBST- 
leche (Buffer fosfato 10 mM pH 6,8, ClNa 0.9 %, Tween 20 0,05 % y leche en polvo 
descremada 5%). 
A continuacion se incuban las membranas en presencia del anticuerpo primario 
diluido en PBST-leche durante 2 horas a temperatura ambiente para el anticuerpo anti R 
de C. albicatzs o durante toda la noche a 10 O C  para 10s anticuerpos heterologos. Los 
anticuerpos heterologos utilizados heron: anticuerpos policlonales anti R y anti C de B. 
emersonii y Gn anticuerpo policlonal anti C de D. discoideum. 
Finalizada la incubaci6n las membranas heron lavadas 4 veces durante 10 min 
cada vez con PBST, luego heron incubadas con el anticuerpo secundario 
correspondiente, diluido 1:4000 en el rnismo buffer durante 2 horas a temperatura 
ambiente. En el caso de 10s anticuerpos primaries anti R y C de B emersonii el 
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anticuerpo secundario utilizado h e  anti IgG de conejo acoplado a peroxidasa, para el 
anticuerpo anti C de D. discoideum se u W  anti IgG de raton acoplado a peroxidasa. 
A1 tbrmino de la incubacion las membranas heron lavadas 3 veces durante 10 
rnin cada vez con PBST y un idtimo lavado de 10 min con PBS. 
Los inmunocomplejos heron revelados utilizando el sistema de revelado de 
quimioluminiscencia siguiendo las indicaciones del fabricante (Dupont-NEN) o 
alternativamente u t i l i ido  como sustrato cromogenico 4-cloro-la-naftol; en este caso 
la solucion de revelado se prepara con 27 mg de 4-cloro-la-naftol en 5,7 ml de metanol 
fi-io mezclados inmediatamente antes de usar con 28 ml de PBS con el agregado de 71 pl 
de Hz02 100 %. 
Se utilizb el protocolo de inmunoprecipitacion descripto por Harlow y Lane, 
(1988) con algunas modificaciones. Proteinas de extractos crudos o holoenzima 
parcialmente purificada heron incubadas con las diluciones indicadas del antisuero anti 
R de C. albicuns en buffer Tris HCl 50 mM, pH 8 conteniendo Tween 20 0,l %; CINa 
150 mM; EDTA 5 m.; inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas (buffer B) 
durante 1 hora a 4 O C .  Luego de la incubacion se agregaron 20 pg de proteina A 
Sepharose preparada en el mismo buffer, se incub6 durante 30 rnin a temperatura 
ambiente con agitation y finalmente las muestras heron centrifbgadas durante 2 min a 
10000 x g. El sobrenadante h e  recuperado y el precipitado h e  lavado 3 veces por 
sucesivas centrifbgaciones a 10000 x g 2 min y resuspensiones en buffer B. Alicuotas del 
sobrenadante y del precipitado resuspendido en buffer B heron ensayadas para actividad 
de PKA y actividad ligante de AMPc. 
Se reaiizaron 10s controles con suero preinmune para establecer la especificidad 
de la inmunprecipitacion. 
14.4. Inmunofluorescencia. 
Levaduras crecidas hasta fase estacionaria (10' dlulas) fberon lavadas dos veces 
con buffer Tris HCI 10 mM pH 7,5 e incubadas en el mismo buffer con glucagon 25 CLM 
durante 1 hora a 0 OC en un volumen final de 50 pl; luego las celulas fberon lavadas una 
vez con 1 ml del mismo buffer e incubadas en 50 pI de antisuero antiglucagon 1:20 ( o 
suero preinmune como control) durante 30 min a 0 OC. Finalizada la incubaci6n el 
antisuero h e  lavado y se agreg6 el fia~mento F(ab') proveniente de IgG de cabra anti 
IgG de conejo conjugado a isotiocianato de fluoresceina en una dilucibn 1 : 30 y se incub6 
1 hora a 0 OC en un volumen final de 50 pl. Despub de dos lavados con 1 ml de buffer, 
las cdulas heron fijadas con form01 0,5 % durante una noche. Las cdulas fberon 
montadas en portaobjetos en PBS-90 % gticerol, examinadas y fotografiadas en un 
microscopio Zeiss Axioplan. El porcentaje de celulas fluorescentes se evalub en 
experimentos realizados por triplicado en cada uno de 10s cuales se cuantificaron al 
menos 200 celulas. 
15. Geles de aoliacrilamid~ cot? SDS. 
Las electroforesis en geles de poliacrilamida se llevaron a cab0 en minigeles 
siguiendo la metodologia descripta por Laemmli (1970). Las muestras fberon mezcladas 
con un volumen adecuado de soluci6n de LaemmIi (Tris HCI 0,124 M pH 6 3 ;  P- 
mercaptoetanol 10 %(v/v); glicerol 20 % (vlv); SDS 4,6 % (plv) y Azul de bromofenol 
0,01 % (plv) ) y calentadas durante 5 min a 100 OC. Cuando 10s geles no fberon 
transferidos a nitrocelulosa o immobilon heron tefiidos para visualizar las proteinas con 
solucion tefiidora (Coomassie Brillant Blue R250 0,l % (plv); metanol 20 %; hcido 
achtico 40 %) y destefiidos con la soluci6n decolorante (metanol20 %; icido acdtico 40 
%), luego heron secados a1 vacio y por calor. Cuando las distintas muestras habian sido 
sometidas a fosforilacion, la radioactividad incorporada en las proteinas h e  detectada 
exponiendo 10s geles previamente secos a placas radiogrtificas Agfa Curix RP-1 a - 
c 
70°C, utilizando pantalla amplificadora. 
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16. Materiales. 
Todos 10s reactivos heron de grado d t i c o .  Los siguientes reactivos heron 
provistos por Sigma Chemical Co: glucqon, kemptido; PKI (5-24); inhibidores de 
proteasas; teofilina; AMPc; dbAMPc; 8-do-AMPc, ATP; GTPyS; polilisina (grado de 
polimerizacion= 120), proteinas marcadow, AMPc agarosa, perlas de vidrio, Proteina A 
Sepharose CL-AB; antisueros anti IgG de conejo y de raton acoplados a peroxidasa. El 
sistema de revelado por quimioluminiscencia " Renaissance TM Western Blot 
Chemiluminescence Reagent System" h e  provisto por Dupont-NEN. 
Los nuclecjtidos radioactivos heron provistos por: Dupont-NEN , el ATP~[~*] 
y el AMPc[Q y Amersham International Ltd., el 8-a~ido-AMPc[~~~]. 
Todos 10s reactivos utilizados en SDS-PAGE heron de grado electrofor&iw 
provistos por BioRad, 10s marcadores de peso molecular heron "Kaleidoscope 
prestained esthdar". 
El suero humano h e  obtenido de donantes sanos; 10s suero de caballo y conejo 
heron provistos por Gibco (BRL); todos 10s sueros heron inactivados por 
calentamiento a 56 OC durante 30 rnin y guardados en alicuotas a -20°C. 
El antisuero anti glucagon (RPN 1602) h e  de Amersham International Ltd.; el 
antisuero anti C de D. discoideum h e  gentilmente cedido por el Dr Michel Veron , 
Instituto Pasteur, Francia y 10s antisueros anti R y anti C de B. emersonii heron 
gentilmente cedidos por la Dra. Suely Lopes Gomes, Instituto de Quimica, Universidad 
de San Pablo, Brasil. 
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1 .  Efecto del nlucapn v de 10s nuclebti&s sobre la morfoginesis de C. albicans. 
1.1. Induccibn de la transicibn levadura- ariPetio en C. albicm por N-acetil-glucosamina 
fNAcGlc). ). 
La induccion de la formacion del tubo germinativo en cClulas estacionarias de (,', 
a1hicatt.s por NAcGlc rue reportada por primera vez por Sirnonetti y col. (1974) y ha 
sido desde entonces ampliamente utilizada como inductor de la germinacion (Mattia y 
f 
Cassone, 1979; Mattia y col., 1982; Sheperd y Sullivan, 1984; Hubbard y col., 1985). 
Sin embargo, es bien sabido que las distintas cepas de C. albicans pueden diferir 
significativamente en su respuesta a la NAcGlc (Wain y col., 1976). Por esta raz6n he 
necesario evaluar previamente la respuesta de nuestra cepa a la presencia de NAcGlc. 
La Tabla R-1 muestra la relacion entre la concentration de NAcGlc en el medio 
de inducci6n y el porcentaje de celulas germinadas. Puede observarse que, por un lado la 
formacion de tubos germinativos h e  eficiente aun a bajas concentraciones del inductor y 
por otro, que la germinacion h e  totalmente dependiente de la presencia del rnismo, ya 
que no se observo formation de tubos germinativos en ausencia de NAcGlc. La cepa de 
C. albicarrs en estudio puede, en consecuencia, considerarse como de alta respuesta a la 
presencia de NAcGlc. 
Una vez determinada la respuesta de la cepa a1 inductor se procedio a investigar 
el efecto del glucagon sobre la morfogdnesis inducida por NAcGlc. Como puede verse 
en la figurr R-1 la formaci6n de tubos germinativos h e  estimulada en forma creciente 
por el glucagon a lo largo de las concentraciones ensayadas. El efecto de la hormona h e  
evaluado en presencia de concentraciones sub6ptimas del inductor con el fin de hacer 
mas evidente el efecto estimulatorio. Es importante resaltar que el glucagon per se, es 
decir en ausencia del inductor, no promueve la formacibn de rnicelio a partir de dlulas 
IWIII~HIJ-M CPHUI~~~I lia W111tw1nh 
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Tabla R-1. Capacidad de 10s inductores & promover la germinacicin en C albicans. 
Las incubaciones se realizaron segun se detalla en el item M-1.3.2. 
Inductor Concentracibn % tubos gerrninativos 
Suero 
Figura R-1. Estimufacidn de h fm rte n t h  germinativos por glucrrgon. 
CQulas levaduriformes de C. albican,r fierim indueidas a germinar en NAaGIc 0,05 mM m 
prsrrrrclr 6 lar concontracioner indicadas db glucagon. JAS mdtciones experimentales se 
dgts11~n g i ~  el keiii M-1.3.2. his b~tvas indiem el 95 % de la dihrencia significativa mmima 
(LSD) de la media calculada a partir de detednaciones realizadas por triplicado de un 
experiment0 rep resentativo. 
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1.2. Efecto del antaaonista especifico s&re h actividad estimulatoria del ducagon. 
Con el prop6sito de ahondar en el mwnismo de acci6n del glucagon sobre la 
transici6n levadura-micelio se realizaron experimentos de cornpetencia utilizando un 
anilogo del glucagon, el des-~is'[~lu~]gluoa~on arnida. Las propiedades antagonistas 
del des-~is'[~lu~]gluca~on arnida han sido extensamente discutidas por Unson y 
co1.(1987,1989), quedando demostrada la capacidad del anhlogo de unirse con alta 
afinidad a1 receptor del glucagon en hepatocitos sin producir la activacion de la adenilil 
ciclasa. 
En la figurr R-2 se puede ver que a una relacion molar de 25: 1 (anhlogo 
respecto de la hormona) la respuesta al glucagon fire reducida en un 30 % y que a una 
relacion molar de 50:l la inhibici6n alcanza el 60 %. Estos datos concuerdan con 10s 
reportados para la inhibici6n por el antagonists del efecto hipergluc4mico del glucagon 
irt vivo (Unson y col., 1989). 
Control Glucagon des-~b'  [GIU' ] glucagon amida 
5 PM 125 pM 250 pM 
Figu rr R-2. In hibicicin del efecto del glfcmgon por d a - ~ i s ~ [ ~ l u ' l g u c a ~ o n  atnlda. La 
formacih de tubos germinativos fbe ensayada en presencia de 0,05 mM NAcGlc y 5 pM 
glucagon en presencia o en ausencia de las cancentraciones indicadas del anhlogo. El control 
muestra el valor del pormtaje de tubos geminativos en presencia de NAcGlc sola. Las 
condiciones experimentales se detallan en el itan M-1.3.2. Las barras de error representan lo 
mismo que en la figura R-1. 
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Estos resultados demuestran la especificidad de la estimulacion del proceso 
morfogen6tico por el glucagon y permiten plantear la hip6tesis que la horrnona podria 
actuar in vivo estimulando la adenilil ciclasa a travds de un mecanismo similar al 
reportado para eucariotas superiores. A favor de esta hipotesis cuenta el hecho que en 
nuestro laboratorio ya ha sido demostrada la existencia de una adenilil ciclasa 
dependiente de M~'* y estimulable por glucagon en dlulas permeadas de C. albicans 
(Paveto y col., 1991). 
1.3. Efecto de 10s nucleotidos sobre la ~erminacion. 
Es bien sabido que en hepatocitos el glucagon se une a un receptor especifico de 
membrana plasmhtica, y que esta interaccibn resulta en la activaci6n de la adenilil ciclasa 
con el consecuente aumento de 10s niveles de AMPc intracelular provocando asi la 
activaci6n de la PKA (Pilkis y col., 1988). Como ya se ha hecho referencia en la 
Introduction, se ha demostrado en nuestro laboratorio la existencia en cdulas 
levaduriformes de C. albicairs de todos 10s componentes necesarios para poner en juego 
una via de transduccion de seiiales mediada por AMPc similar a la de eucariotas 
superiores (Paveto y col., 1990, 1991). Esto nos permite suponer que el aumento de 10s 
niveles intracelulares de AMPc producido al incubar las cklulas en presencia del 
nucleotido ciclico, o de compuestos capaces de elevar 10s niveles de AMPc dentro de la 
cdlula, deberia simular el efecto del glucagon. Para ello se investigo el efecto del AMPc, 
del dbAMPc, de la teofilina, probado inhibidor de la fosfodiesterasa de AMPc de C. 
Z 
albicans, y del GTPyS (un potente activador de la adenilil ciclasa dependiente de M ~ ' ~ )  
sobre la morfogdnesis inducida por NAcGlc. 
En la figura R-3 se observa que todos 10s compuestos capaces de mantener 
elevados 10s niveles endogenos de AMPc, aumentaron marcadamente la formacibn de 
tubos germinativos. 
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Figura R-3. Efecto de nucledtidos y teofilina en 10s estadios tempranos de la 
morfogt!nesis de C albicans. Los experimentos de germinacibn se llevaron a cab0 segh se 
detalla en el item M-1.3.1. en presencia de NAcGlc 0,05 rnM y con las adiciones indicadas. El 
control corresponde a1 valor del porcentaje de tubos germinativos formados en presencia de 
NAcGlc sin adiciones. La estimulacibn por glucagon se incluye para su comparacih. El dlculo 
del error esthdar es similar a1 graficado en la figura R-1. 
1.4. Determination a la formacion del tubo germinative por NAcGlc. 
Pese a que en todos 10s experhentos de germinacibn se utilizan cdlulas 
obtenidas de cultivos en fase estacionaria, la respuesta a1 inductor no es sincronica y en 
consecuencia resulta una poblaci6n heterogdnea de cblulas que aun no han germinado y 
otras que han alcanzado diferentes grados de elongacibn de 10s tubos germinativos. 
Con la intencibn de obtener una mayor sincronia del proceso, que permitiera 
medir no so10 el porcentaje de germinacibn sino tarnbiin la velocidad de crecimiento de 
las hifas, se removio la NAcGlc del medio de inducci6n a 10s 45 min de incubation. Se 
obser* que: inesperadamente, la remocibn del inductor a 10s 45 min de inwbacibn, 
cuando en nuestras condiciones experimentales el 20 % de las cdlulas recidn habian 
emitido el tubo germinativo, no interrum* el proceso; 10s resultados mostrados en la 
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tabla R-2 indican claramente que la germinacibn alcanzada al final del periodo de 
incubacion no se ve afectada por la r emi6n  de la NAcGlc a 10s 45 min. Esto indica que 
el compromiso del sistema para germitmslr p a r a  establecido antes que se haga evidente 
la evaginacion ya que el porcentaje de germinacion alcanzado al final del periodo de 
incubacion es a1 menos 3 veces mayor que el estimado en el momento de retirar el 
inductor. 
Este efecto de compromiso del proceso morfogenbtico que produce la NAcGlc 
sobre las levaduras fbe observado a concentraciones tan bajas como 0,05 rnM, y en 
todos 10s casos el porcentaje de dlulas germinadas a1 final de la incubacion dependio de 
la concentracibn de inductor utilizada. 
La determinacion a la formacion del tubo germinative inducida por pH y por 
temperatura en la germinacion de C. a l b i m  fbe previamente descripta por Mitchell y 
Soll, 1979. 
Tabla R-2. Efecto de la remm*dn de 10s indrtctores sobre la fonnacidn del tubo 
germindvo. 
Inductor 
% celulas evagmdas % formacion del tubo genninativo a 10s 90 
antes de la remocibn min de incubacion " 
del inductor " 
inductor removido a 
10s 45 min 
sin remocion 
NAcGlc 5 mM 16f 2 
Suero 7,s % 20f 3 
" Media f desvio h & r  de triplicados de un experimato representative. 
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1.5. Desarrollo de las hifas en presencir\ Bt &ca~on v nucle6tidos. 
d 
En 10s experimentos en 10s c d a  se analizb el efecto del glucagon y de 10s 
nucleotidos, se hizo evidente que, pardelamente a1 efecto estimulatorio sobre la 
germinacion, el glucagon, asl como 10s otros cmmpuestos ensayados , tenian la propiedad 
de aumentar la velocidad de elongacibn de las hifas. 
Con el fin de evaluar este ultimo efecto, se modific6 el esquema de inducci6n de 
la germinacion de forma tal que la NAcGlc h e  retirada del medio despues de 45 min de 
incubation a 37 "C y en ese momento se agregaron 10s diferentes estimuladores (ver M- 
1.3.2.). Bajo estas condiciones el crecirniento de las hifas h e  mucho mas sincronico 
permitiendo la comparacion entre diferentes tratamientos. La induccion se llevb a cabo 
con concentraciones subbptimas de NAcGic para permitir una correcta observacibn del 
largo de las hifas. A concentraciones mayores la medicion del largo de las hifas es mhs 
dificultosa debido al alto porcentaje de &Mas germinadas lo cual lleva rapidamente a la 
formacion de acumulos cuando las hifas aumentan su longitud. 
La figura R-4 muestra la morfologia alcanzada por las c6lulas levaduriformes 
cuando son sometidas a este nuevo protwolo de formacibn de tubos germinativos. 
Como puede verse, el glucagon, el AMPc y el GTPyS tienen una dramatics influencia 
sobre el crecimiento de las hifas; la teof lina y el dbAMPc producen un efecto similar. 
Ya que nuestro objetivo es estudiar la relacion entre el efecto del glucagon en la 
morfogenesis y su putativa influencia en la patogenia del hongo irt vivo, se realizaron 
experimentos en 10s cuales la NAcGlc h e  reemplazada por suero humano como agente 
inductor de la germinacion. 
Como en el caso de la NAcGlc, h e  necesario evaluar la respuesta de C. albicuns 
1001 a las diferentes concentraciones de suero humano. Como puede verse en la tabla 
R-1 el suero produjo una eficiente induccibn de la transicibn levadura-micelio. Los 
sueros de caballo y de conejo produjeron el mismo efecto (resultados no mostrados). 
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i Fiura R-4. Efecto Hel glncagon y de 10s nvcle&& sobre el desarrollo de la hifas. Las incubaciones fueron llevadas a cabo s e g b  
se detalla en el item M1.3.2. (A) &lulas en el 
momento de la remocibn de la NAcGlc, (B-E) 
61ulas despuk de la incubacih adicianal de 
45 min a 37 O C sin indudor y can el agregado 
de : (B) -, (C) 10 w glucagm , @) 10 
mM AMPc y (E) 1 G-S. Barra: 10 pm. 
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Si bien la respuesta de C. albicmrs 1001 a la induction es tan eficiente con 
NAcGlc como con suero, se observ6 una diferencia destacable en cuanto a la necesidad 
de la presencia constante del inductor a lo largo de la incubacion. Como se puede 
observar en la tabla R-2, segunda linea, s610 aquellas dlulas que ya habian evaginado 
en presencia de suero desarrollaron tubas germinativos normales despues de la remocion 
del suero; se requirio la presencia continua del suero para lograr mayor gerrninacion. La 
importancia de este resultado en el marco del mecanismo bioquimico de Ia transicion 
dimorfica se discutira m h  adelante. 
La respuesta de C. albicans al efecto estirnulatorio del glucagon en presencia de 
suero fbe sensiblemente diferente al obtenido con NAcGlc; en la figura R-5 se cornparan 
10s porcentajes de gerrninacion obtenidos con distintas concentraciones de glucagon en 
presencia de suero humano 2% o de NAcGlc 0,l mM, en experimentos realizados en 
paralelo utilizando ceulas obtenidas a partir del mismo cultivo 
A pesar de que las curvas obtenidas en diferentes experimentos heron levemente 
variables, dos hechos principales se repitieron sistematicarnente y merecen ser 
destacados: por un lado, en presencia de suero la capacidad estimulatoria del glucagon 
se vio notablemente aumentada, siendo el rn-o efecto unas 2,s veces mayor que el 
obtenido con NAcGlc. Por otro lado, una concentracibn de glucagon de 0,l nM fbe 
suficiente para alcanzar la mitad de la actividad estirnulatoria mixima, mientras que para 
la NAcGlc se requirieron concentraciones entre 5 y 10 nM. La adicion de albimina 
lmglrnl a las incubaciones realizadas con NAcGlc no modificaron 10s resultados. Los 
mismos resultados heron obtenidos con suero de caballo y de conejo (no mostrados). 
En 10s experimentos en que el suero fie utilizado como inductor se observo una 
mayor tendencia a la formacion de acumulos de cklulas una vez que las hifas habian 
alcanzado una longitud de casi el doble del dibetro de las blastosporas; este 
inconveniente impidio el estudio del efecto del suero sobre la velocidad de elongacion 
del rnicelio. 
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Figura R-5. Efecto del glucagon sobre la evaginacidn del tubo germinative en 
blastosporas inducidas a germinar en presencia de suero humano (0 )  o NAcGlc (e). 
Las condiciones experimentales se detallan en la seccih M-1.3.2.. El porcentaje de gerrninacih 
basal con suefo human0 2 % y NAcGlc 0,l rnM fberon de 18 % y 15 % respectivamente. Las 
barras indican el error estindar de las medias de determinaciones realizadas por triplicado de un 
experiment0 representative. 
1.7. Efecto del anticueruo anti alucanon sobre la actividad estimulatoria del aluca~on. 
Con la intencion de evaluar la especificidad del efecto estimulatorio del glucagon 
sobre la morfogCnesis, se estudio la capacidad de dos anticuerpos anti-glucagon (uno 
policlonal y otro monoclonal) de bloquear dicho efecto. 
Arnbos anticuerpos heron capaces de bloquear la actividad del glucagon. En la 
figura R-6 se muestran 10s resultados obtenidos usando el anticuerpo monoclonal. 
Como puede verse, la preincubacion del glucagon con una dilution 1:1000 del 
anticuerpo suprimio totalmente su capacidad estinlulante de la germinacion. Se 
realizaron experimentos controles en 10s cuales se comprobo que ninguno de 10s dos 
anticuerpos tenia efecto per se sobre la germinacibn en ausencia del glucagon. 
Estos resultados indican fbertemente que el efecto observado puede adjudicarse 
especificamente a1 glucagon y no a alghn otro compuesto que pudiera estar presente en 
la preparacibn de la hormona utilizada. 
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Figura R-6. Efecto bloqueante del anticuerpo monoclonal antiglucagon sobre la 
formacidn de tubos germinativos inducida por suero. Glucagon en una concentraciim de 
100 nM h e  preincubado en ausencia o en presencia de las diiuciones del anticuerpo indicadas, 
antes del agregado de las &lulas a1 medio de germinaciim (ver item M1.3.2.). 
1.8. Detecci6n por inrnunofluorescencia de sitios de uni6n de duca~on a blastosporas de 
C. albicans . 
Un requisito indispensable para pstular la existencia de fenomenos disparados 
por un agente externo a la cklula es demstrar la uni6n de dicho agente a la cklula 
blanco; en nuestro caso se utilizo la thnica de inrnunofluorescencia indirecta para 
detectar la uni6n del glucagon a celulas de C. albicans. Los detalles de la tCcnica se 
encuentran explicados en la secci6n M- 14.4. 
En la figura R-7 se muestran microfotografias en contraste de fase y 
fluorescencia, de blastosporas marcadas con un anticuerpo secundario conjugado a 
fluoresceina luego de haber sido incubadas en presencia de glucagon y del anticuerpo 
primario anti-glucagon. Se observa que la cc6lulas fluorescentes pueden ser distinguidas 
claramente de aquellas que son consideradas como negativas. 
En la tabla R-3 se resumen 10s datos obtenidos a partir de un experiment0 
representativo en el cual se cuantific6 el porcentaje de cdlulas marcadas en las distintas 
condiciones sefialadas; se puede ver que un alto porcentaje de las dldas se marca con 
fluorescencia cuando han sido previamente incubadas con glucagon, rnienttas que en 
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ausencia de la hormona el porcentaje de celulas fluorescentes se ve marcadamente 
disrninuido. La detection de fluoresceneia en las celulas h e  claramente dependiente de la 
interaccion del anticuerpo especifico anti-glucagon con las celulas tratadas con la 
hormona, ya que la fluorescencia practicamente desaparecio en ausencia del anticuerpo 
primario (ver lineas 3 y 6 de la tabla R-3). El suero preinmune, usado como control , no 
mostro un aumento significative del porcentaje de celulas fluorescentes. 
Figura R-7. Inmunofluorescencia 
indirecta en blastosporas de C albicans 
trahdas w n  glucagon y anticuerpo 
antig~uc~gon. s e rnuestran las f w a i i a s  en 
(A) contraste de fase y (B) fluorescetlcia de 
levaduras de C. albicans tratadas con la 
hormona y su anticuerpo especifico segh se 
detalla en las setxiones M-1.3.2. y M-9.4.. La
flecha indica la localizaci6n de una &Ida que 
no exhibe fluorescencia bajo luz ultravioleta. 
Barra: 10 p. 
Tabla R-3. Deteccidn por inmunoflrtorescencia de sitios de unidn de glucagon en 
blastosporas de C albicans. 
Tratamiento Glucagon Anticuerpo Suero Antisuero anti-IgG % de dlulas 
de las dlulas anti-glucagon preinmune de conejo fluore~centes "
6 - - - + 0 
" Media f M o  &dar de triplicados de ua gxperimento repmseut&vo. 
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Los resultados reunidos en esta primera seccibn, demuestran claramente que el 
glucagon estimula la transici6n dim6rfica de C. albicans cuando la misma ha sido 
previarnente inducida por NAcGlc o por suero. 
La capacidad del antagonista espdfico des-His'[~lu~] glucagon amida de 
bloquear en un 70 % el efecto de la hormona sugiere que la estimulacion de la 
germinacion podria involucrar la interaccibn del glucagon con alguna proteina de la 
superficie celular que cumpliera el rol de receptor. Esta hip6tesis es fbertemente apoyada 
por 10s experimentos de inmunofluorescencia indirect4 en 10s cuales la union previa de 
la hormona fie necesaria para la visualizacih de celulas marcadas con fluoresceina. 
Es bien sabido que el glucagon ejerce su efecto fisiol6gico a travds del AMPc 
producido por activacion de la adenilil ciclasa de membrana en respuesta a la interaccion 
de la hormona con su receptor; por otro lado se sabe tarnbidn que el aniilogo del 
glucagon d e s - ~ i s ' [ ~ l u ~ ]  glucagon amida, se une kertemente a1 receptor de glucagon 
pero es incapaz de activar a la ciclasa actuando en consecuencia como antagonista de la 
hormona (Unson y ~01.~1987, Posty col., 1993). La respuesta de C. albicatis frente al 
glucagon y a su antagonista, y el conocimiento previo de la existencia en C. albicans de 
una adenilil ciclasa sensible a glucagon y de proteinas de tipo G trimQicas permiten 
proponer que el mecanismo por el cud el glucagon esta actuando en la estimulaci6n de 
la diferenciacion en C. albicnrts podria involucrar una cadena de transduccibn de seiiales 
similar a la descripta para esta hormona en eucariotas superiores 
Si la hipbtesis planteada en el phafo  anterior es valedera, es razonable inferir 
que el agregado exogeno del nuclebtido clclico deberia producir la misma respuesta que 
el glucagon.,De hecho, la presencia de AMPc, de dbAMPc, y de compuestos que 
generan un aumento del AMPc intracelular como la teofilina, aumentaron la formacibn 
de tubos germinativos en ctlulas inducidas por NAcGlc . El efecto estimulador del 
GTPyS si bien ya habia sido informado en otra cepa de C. albicarts (Williams y col., 
1990), no es ficilmente explicable en t6rminos de activacibn directa de proteinas G ya 
que no es de esperar que sea fgcilrnente permeable y pueda alcanzar el interior de la 
celula; sin embargo otros nucle6tidos como ATP y ADP no tuvieron ningun efecto lo 
que indica que tampoco se trata de un efecto totalmente inespecifico. 
Paralelamente hemos demostrado que el glucagon, 10s nucleotidos y la teofilina 
tienen un marcado efecto en la velocidad de elongaci6n de las hifas, lleghdose a 
observar un aumento de la velocidad de elongation de 2 a 3 veces, en presencia de 10s 
estimuladores. 
Intentando un abordaje mhs fisiol6gic0, se estudi6 el efecto del glucagon en 
cBulas inducidas a germinar por suero en lugar dk NAcGlc. Sorpresivamente la 
respuesta de las cklulas a1 glucagon h e  mucho mhs pronunciada en presencia de 2% de 
suero hurnano normal. Como la concentraci6n normal de glucagon en suero de humanos 
sanos es de aproximadamente 0,02 nM, la wncentracion de la hormona aportada por el 
suero es despreciable. Por lo tanto, tomando en cuenta so10 la concentraci6n del 
glucagon agregado exogenamente, 10s datos de la figura R-5 muestran que una 
concentracion de 0,l nM de glucagon as suficiente para alcanzar el 50 % de la 
germination mbima en cultivos inducidos con suero, es decir casi dos ordenes de 
magnitud menos que la necesaria cuando se utiliza NAcGlc como inductor. Mas aun, 10s 
cultivos inducidos por suero alcanzan poreentajes de estimulacion unas 2,5 veces 
mayores que 10s logrados con NAcGlc (130 % contra 50 %). Este resultado sugiere la 
presencia de un componente no identificado del suero que podria potenciar la accion del 
glucagon. 
La capacidad de dos anticuerpos anti-glucagon diferentes de bloquear el efecto 
estimulatorio del glucagon nos permite concluir que es ehtivamente la presencia de la 
hormona la que promueve el efecto observado. 
El efecto del glucagon sobre la morfo&nesis inducida por suero merece ser 
comentado & particular. Los resultados pr-tados en asta secci6n demuestran que en 
presencia de suero concentraciones rnuy bajas de glucagon pueden tener un efecto 
dramatic0 en la transition levadura rnicelio. Por otro lado se sabe que uno de 10s 
desordenes metabolicos especialmente asociados a la candidiasis severa es la diabetes 
mellitus (Odds, 1988) y que 10s pacientes que sufien esta enfermedad presentan niveles 
de glucagon considerablemente superiores a 10s normales (Genrich y col., 1975; Unger y 
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Orci, 1975; Unger y col., 1976). Con -tot antecedentes nuestros resultados sugieren 
que iiz vivo, niveles de glucagon ligeramente superiores a 10s normales podrian tener una 
influencia importante en la transicibn dimMca de C. albicans, promoviendo la aparici6n 
de la forma mas infecciosa del hongo. 
Si bien estos resultados no agotan una descripcibn completa del mecanismo que 
involucra la transicion dimbrfica, proveen evidencias del importante rol del AMPc en el 
f 
dimorfismo de C. albicaris y refberza la idea que la via del AMPc podria ser disparada 
por hormonas del huesped interactuando con componentes de la superficie celular que 
podrian cumplir un rol semejante a1 de 10s receptores hormonales en cClulas de 
organismos superiores. 
2. Caracterizacibn v purification ~arc ia l  de la PKA de C. albicans. 
2.1. Purificacion parcial de la holoenzima. 
La metodologia utilizada para la purificacion parcial de la holoenzima se detdla 
en Materiales y Metodos en el item M-4. El primer paso del protocolo de purificaci6n 
consistio en la cromatografia del extract0 soluble (S100) de levaduras en una colun-lna 
de intercambio anionic0 (DE-52). La holoenzima eluye de esta columna como un unico 
pico a 150 m M  CINa, con actividad de quinasa absolutamente dependiente de AMPc y 
actividad ligante de AMPc (resultados no mostrados). Cuando extractos crudos de 
micelio heron crornatografiados en DE-52 el perfil de elucion obtenido fbe similar. 
El analisis de la fraccion eluida de la DE-52 en gradientes de sacarosa, mostr6 
que la actividad de quinasa dependiente de AMPc coeluia con una apreciable cantidad de 
subunidad regulatoria libre, por esta razon h e  necesario someter la preparacion a 
filtracion molecular (Sephacryl S300) con el fin de separar arnbas especies. 
Alternativamente la fraccion de holoenzima libre de subunidad regulatoria se obtuvo por 
centrifbgaci6n en gradientes de sacarosa. La caracterizacibn estructural y cindtica se 
realiz6 con la preparacibn de holoenzima purificada hasta el paso de filtracion en 
Sephacryl S300. 
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2.2. Caracterizacion de la holoenzima. 
Se realiz6 la caracterizacion de la PKA de C. albicans respecto del tamaiio 
molecular de la holoenzima y de la composicion y tamaiio molecular de sus subunidades, 
parametros heticos y efecto de policationes sobre la activacion de la holoenzima. 
2.2.1. Calculo de 10s parhetros moleculares e hidrodinbicos de la PKA y de sus 
subunidades. 
Para el chlculo de 10s parhetros moleculares e hidrodinhmicos de la PKA de C. 
albicar~s y de sus subunidades regulatoria y catalitica, se utilizaron 10s datos de 10s 
coeficientes de sedimentacion y radios de Stokes, obtenidos por centrifbgacion en 
gradientes de sacarosa y filtration molecular respectivamente. 
2.2.1.1.. Determination de 10s coeficientes de sedimentacion. 
Las centrifbgaciones en gradientes de sacarosa se llevaron a cabo siguiendo el 
procedimiento general descripto en la secci6n M-7.1. En la figura R-8.A se muestra el 
perfil de actividad fosforilante y capacidad bgante de AMPc obtenido al centrifugar en 
gradientes de sacarosa una preparacion de holoenzima parcialmente purificada. Se puede 
observar que la actividad de quinasa y de union de AMPc cosedimentaron en un unico 
pico cuyo coeficiente de sedimentacibn h e  estimado en 8,2 S (ver figura R-8.C). 
Para la obtenci6n de 10s coeficientes de sedimentaci6n de las subunidades 
regulatoria y catalitica una alicuota apropiada de la holoenzima parcialmente purificada 
fbe preincubada con 5 pM AMPC[~H] durante 5 min a 30 OC, y el gradiente de sacarosa 
h e  armado incluyendo en cada capa 0,5 1M AMPc[~H] para evitar la reasociaci6n de las 
subunidades durante la corrida. 
La actividad ligante de AMPc y la actividad fosforilante se wmportaron como 
dos entidades independientes con coeficientes de sedimentacibn menores que 10s de la 
holoenzima. Este resultado indica que la incubacibn previa con AMPc produjo la 
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disociacion de la holoenzima en sus wmponentes regulatorio y catalitico 10s cud= 
sedimentaron en el gradiente como dos picos simetricos con coeficientes de 
sedimentacibn de 5 y 5,3 S respectivamente (figura R-8.B). 
2.2.1.2. Deterrninacion de 10s radios de Stokes. 
Para deterrninar 10s radios de Stokes de la holoenzima y de sus subunidades se 
utilizo la filtration molecular en Sephacryl S300 como se indico en la seccion M-7.2. 
Para analizar las subunidades se preincubo la holoenzima en condiciones disociantes y la 
colurnna h e  equilibrada con buffer A wnteniendo 0,5 pM AMPc. 
En la figura R-8.D. se puede ver la relacion entre (- log (L)) ' y el radio de 
Stokes de las proteinas marcadoras y las posiciones correspondientes a la holoenzima y 
sus subunidades regulatoria y catalitica.; por interpolacion se obtuvieron 10s siguientes 
radios de Stokes: holoenzima 7,4 nm, subunidad regulatoria 5,4 nrn y subunidad 
catalitica 3,l nm. 
2.2.1.3. Deterrninacion de la masa molecular. 
Una vez conocidos 10s coeficientes de sedimentation y el radio de Stokes de la 
quinasa y sus subunidades y suponiendo un volumen especifico parcial semejante al de 
las proteinas globulares solubles (0,74 ml/g), se estimaron 10s pesos moleculares 
utilizando la ecuacion planteada en la seccion M-7.3. de Materiales y Metodos. Las 
masas moleculares calculadas heron: holoenzima 287 kDa, subunidad regulatoria 128 
kDa y subunidad catalitica 78 kDa. La masa molecular de la subunidad R corresponde a 
la estructura dimerica. 
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Radio de Stokes (nm) 
Figiua R-8. Ddermina& de kw co@htcs & dheniact*h y de 10s r d o s  de 
lStoRes de la holoenzima y sus snbruritkks Alicuotas de holoenzima parcialmeate 
purificada b r a n  preincubadas ea ausencia (A) o en p m c i a  (B) de 5 ph4 AMPc[%'J durante 5 
min a 30 O C .  Cada muestra fue aplicada a un g m b t e  de sacarosa preparado segh se detalla ea 
la seccih M7.1. y ceatnifugada a 36000 rprn durante 18 bras. Alicuotas de las fracciams de 
cada gradiente heron mayadas para actividad de PKA en ~~cia (e) o en ausem$a (0) de 
AMPc 0,s $4 y para actividad hgante & AMPc (a), (C) Calculo de 10s &cientes de 
sedunatacih, 0) Cdculo de l a  radios do Solas a partir de 10s valores o W d o s  por fikacih 
molecular; (0) holoenzima, (9 subunidad R y g) submidad C. 
2.2.1.4. Determinacion del cociente friccional. 
Con 10s valores de 10s pesos moleculares y de 10s radios de Stokes se calcularon 
10s valores de 10s cocientes fiiccionales f7fo aplicando la formula planteada en la seccion 
M-7.4. 
Los valores obtenidos heron: holoenzima 1,70, subunidad regulatoria 1,57 y 
subunidad catali tica 1,09. 
En la tabla R-4 se resumen 10s valores de 10s parametros moleculares e 
hidrodinamicos de la holoenzima y sus subunidades. Los valores hallados de 10s 
parametros moleculares e hidrodinamicos indican que la holoenzima de C. albicarls es 
una molecula grande y asimdtrica. Los datos que se encuentran en la bibliografia para la 
< 
mayoria de las PKAs de eucariotas superiores oscilan alrededor de 160 kDa para la masa 
molecular y entre 6,s y 7,3 S para el coeficiente de sedimentacion (Gill y col., 1971; 
Reimann y col., 197 1). En organismos eucariotas inferiores tampoco se encuentran 
valores tan altos como el estimado en este estudio, a excepcion del valor de 242 kDa 
informado para la holoenzima del hongo dimorfico Mtrcor roicxii (Pastori y col., 1985). 
Tabla R-4. Pardmetros moleculares e hidrodindmicos de la holoenzima y de l a .  
subunidades regulatoria y catalitica de la P U  de C albicans. 
PKA 
Coeficiente de Radio Masa Cociente 
sedimentacion de Stokes molecular friccional 




Subunidad 5,3 3 3  78 1,w 
cat ali tica 
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2.2.2. Calculo de la Krn para el kbmptido y el ATP. 
Las Krn calculadas para el ATP y para el kkmptido, utilizando el metodo de 
Lineweaver-Burk, heron de 30 pM y 60 pM respectivamente. Estos valores son 
sirnilares a 10s descriptos para quinasas de proteinas dependientes de AMPc de 
eucariotas superiores (Lincoln y Corbin, 1977) e inferiores (Moreno y Passeron, 1985; 
Pastori y col., 1985, Flotow y Wheldrake, 1987). 
2.2.3. Especificidad de union del AMPc a la holoenzima. 
Se estudi6 la capacidad de diferentes compuestos de competir con el AMPc en el 
ensayo de capacidad ligante de la holoenzima parcialmente purificada. El ensayo se 
realiza en las condiciones estandar de medici6n de actividad ligante de AMPc, detallada 
en la seccion M-8.2., con el agregado de 10s distintos nucleotidos a las concentraciones 
indicadas en la tabla R-5. Como puede observarse en la tabla R-5, a una concentracion 
de 1 pM solo el AMPc, el dbAMPc, el 8-azido-AMPc y el GMPc heron capaces de 
competir con el ligado de AMPC[%J 0,5 pM del ensayo, siendo el AMPc el competidor 
m b  efectivo. Aun a concentraciones hasta 2000 veces mayores a la del AMPc[~H] 
presente en el ensayo, ATP, GTP, AMP y G W  no cornpitieron la union del AMPC[~H] . 
Estos resultados son similares a 10s informados en estudios de especificidad de 
union del AMPc a subunidades regulatorias de las quinasas de mamifero (Hixson y 
Krebs, 1980) y de hongos (Trevillyan y Pall, 1982; De Gunzburg y Veron, 1982), 
indicando q w  la union del AMPc a la subunidad R de la PKA de C. albicans es 
altamente especifica. 
2.2.4. Determinacion de sitios de union de AMPc a la subunidad R de la PKA. 
El analisis de la correlacion entre la concentraci6n de AMPc y la actividad de la 
PKA y de la cinetica de disociacion del AMPc unido a su subunidad regulatoria, ha sido 
utilizado para establecer la existencia de dos sitios de uni6n para el nucle6tido ciclico en 
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pricticamente todas las subunidades R estudiadas. En consecuencia, se analizb la 
dependencia de AMPc de la fosforilacibn del kemptido, la cinetica de disociaci6n del 
AMPc y el efecto de anhlogos especificos de sitio sobre la rnisma para demostrar la 
existencia de dos sitios de uni6n del nucle6tido a la subunidad R de la PKA de C. 
albicaits. 
Tabla R-5. EspeciJicidad de unidn del AMPc a la holoenzima de C albicans. 
Alicuotas de la preparacion de holoenzima parcialmente purificada heron incubadas en las 
condiciones del ensayo de actividad ligante de AMPc con una concentracih de AMPC[~H] 0,5 
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2.2.4.1. Activacion por AMPc de la capacidad fosfotransferasa de la PKA. 
< 
La figura R-9 muestra la dependencia de la concentracion de AMPc de la actividad 
fosfotransferasa de la holoenzima. El carhcter sigmoideo de la curva sugiere un efecto 
cooperativo positivo de la uni6n del AMPc a sitios diferentes. Este hecho es confirmado 
por la representacion de 10s datos usando la ecuacion de Hill (figura R-9, inserto), a 
traves de la cual se obtiene un n=1,6 que corrobora la existencia de mas de un sitio de 
union a AMPc y la cooperatividad positiva entre ellos. La concentracion de AMPc que 
produce un 50 % de activacion fbe de 150 nM, este valor fbe fbertemente 
dependiente de la cantidad de enzima utilizada en el ensayo. Una concentracion de 0,3 
@I de AMPc h e  suficiente para producir la completa activaci6n de la quinasa. La 
presencia de NaCl no tuvo efecto sobre este proceso (resultados no mostrados). 
Fig ura R-9. Dependencia de AMPc de la capacidad fosfotrannsferasa de la PKA de C 
albicans. Alicuotas de la holoenzima parcialmente purificada fberon incubadas con 
concentraciones crecientes de AMPc, en las condiciones esthdar descriptas en el item M-8.1. La 
actividad basal medida en ausencia de AMPc fue sustraida. El inserto muestra el grifiw de Hill. 
Resultados y Discusion 79 
2.2.4.2. Asociacion del AMPc a la PKA de C. albica~ts. 
r: 
La curva de union de AMPc a la holoenzima (figura R-10) corrobora 10s datos 
obtenidos de la curva de activacion de la capacidad fosfotransferasa por AMPc. La 
concentracion de AMPc a la cual el 50 % de 10s sitios de union a1 nucleotido ciclico 
estan ocupados fie estimada grhficamente en 180 nM. 
Figurr R-10. Curva de asociacicin del AMPc a la PKA de C albicans. Alicuotas de 
holoenzima parcial~nente purificadas se incubaron con concentraciones crecientes de AMPc [H3], 
en la condiciones esthndar para medicion de actividad ligante de AMPc que se describen en M- 
8.2. 
2.2.4.3. Cinetica de disociacion del AMPC['H] unido a la holoenzima. 
Los resultados que se muestran en la figura R-11 ponen en evidencia una 
cinCica de disociacion bifasica que indica la existencia de dos sitios diferentes para la 
union del AMPc a. la PKA de C. albicans. La constante de disociacion y la vida media, 
calculadas segun Rannels y Corbin (1983) heron de 0,08 mid1 y 8,6 min para el sitio 1 
(lento) y de 0,30 min" y 2,3 min para el sitio 2 (rhpido). Calculando graficamente el 
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numeros de sitios de cada tip0 se pudo d e t h n a r  que ambos sitios estkn presentes en 
igual proporcibn. 
Tiernpo (rri n) 
Figura R-1 1. Disociacicin del AMPc unido a la PAL4 de C albicans. Una alicuota 
de la holoenzirna parcialmente purificada, correspondiente a la cantidad necesaria para 30 
ensayos individuales de capacidad ligante, se incubi, en un volumen final de 1,2 ml durante 60 
min a 30 O C ,  en las condiciones del ensayo d d a r .  EL AMPC[~H] que permaneci6 unido se 
midio a 10s tiempos indicados en alicuotas de 60 pl luego del agregado de AMPc no marcado 50 
pM. El 100 % de ligado de AMPc corresponde a 0,3 pnioles. 
2.2.4.4. Efecto de 10s anhlogos de AMPc sobre la reaccion de uni6n del AMPC[~H] y su 
subsecuente disociacion. 
Con el prop6sito de proveer evidencias de que los dos putativos sitios de union a 
AMPc en la holoenzima eran diferentes se Uev6 a cabo el procedimiento descripto por 
Rannels y Corbin, (1983), para el estudio de especificidad de sitio utilizando anA10gos 
del AMPc. Este procedimiento esta basado en la premisa que 10s distintos anhlogos no 
marcados son capaces de desplazar la uni6n del AMPC[~H] de una manera selectiva de 
sitio durante la reacci6n de uni6n del nucle6tido. Luego, al agregarse un exceso de 
AMPc no marcado, s61o el sitio que se etpcuentra ocupado por el AMPC[~H], y que es 
aquel a1 que no se ha unido el anklogo, sets el que se detecte durante la reacci6n de 
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disociaci6n. La disociacibn del AMPC[~H] fbe medida luego de la union del AMPCI'H] 
en presencia de concentraciones de 8-azido-AMPc y dbAMPc que producen 
aproximadamente un 80 % de inhibicibn de la union del nuclebtido ciclico, estos dos 
antilogos heron elegidos por ser fbertemente selectivos para 10s sitios 1 y 2, 
respectivamente, de la PKA de marniferos (Rannels y Corbin, 1980). 
El 8-azido-AMPc, analog0 sektivo de sitio 1, produjo la desaparicibn del 
componente mas lento (sitio I), mientrw qw el dbAMPc, anilogo selectivo del sitio 2, 
causo la desaparicion del componente rhpido de la curva control (figura R-12). 
De este mod0 se establece la existencia de dos sitios diferentes de union a AMPc 
en la subunidad R de C. albicans, 10s cudes son positivarnente cooperativos tanto en la 
union del nucleotido ciclico como en la activacion de la quinasa. 
Tiempo (min) 
Figura R-12. Efecto rle andlogos de AMPc sobre la unijn del AMPC~II] y su 
disociacicin dc la suhunidad regulatoria. Alicuotas de la holoenzi~na parcialmente 
purificada equivalente a 30 ensayos individuales fberon incubadas bajo las condiciones del 
ensayo de unih de AMPc esthdar con AMPC[~H] 0,5 pM en presencia de 8-azido-AMPc 20 
pM (=) o dbAMPc 300 pM ('). Luego de 45 min de incubacih a 30 "C, se agregi, a1 ensayo 
AMPc no marcado (50 pM) y se filtraron alicuotas de 30 pi a 10s tiempos indicados. El 100 % 
de union de AMPc corresponde a 0,5 spmoles. La linea punteada represents la cinaica de 
disociacion del AMPC[~H] en ausencia de 10s analogos. 
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2.3. Efecto de ~olicationes obre la activw-. 
A lo largo de la caracterizacion de la PKA de C. albicans hemos observado que, 
tal como fbe reportado por otros autores (Guthman y col., 1990; Miyarnoto y col., 1973; 
Tao y col., 1972), cuando se utiliza protamina como sustrato la dependencia de AMPc 
de la actividad de quinasa de la PICA se ve sensiblemente disminuida. Diversas evidencias 
experimentales han demostrado el efecto de dominios bisicos del sustrato sobre la 
activacion de la PKA, sosteniendo un probable rol~del sustrato sobre el mecanismo de 
activaci6n de la enzima (Miyamoto y col., 1971; Gatica y col., 1987; Guthman y col., 
1990). 
Basandonos en estos antecedentes decidimos estudiar el efecto de 10s 
policationes sobre la activacion de la PKA de C. albicarls. En la tabla R-6 se observa 
que 0,l pM de polilisina produce una marcada estimulacibn de la actividad de quinasa de 
la PKA de C albicatis en ausencia de AMPc ( 80 % de la actividad total en presencia de 
AMPc 0.5 pM); concentraciones mayores de polilisina producen inhibition de la 
actividad fosfotransferasa. 
Es de destacar que a pesar de que la PKA de C. albicarts es marcadamente 
activada por polilisina su subunidad C result6 completamente insensible al efecto de 10s 
policationes, a diferencia de la subunidad C de corazbn bovino la cual mostrb un 
marcado efecto estimulatorio (tabla R-6); este efecto estimulatorio tambiCn ha sido 
informado para la subunidad C de M. rouxii (Guthmann y col., 1990). El hecho que la 
subunidad C de C. albicarts purificada es probablemente un fragment0 proteolitico de la 
C nativa podria dar una explicacion de su insensibilidad a la polilisina, ya que podria 
carecer de alguna region involucrada en la interaccibn con el polication. 
f 
A diferencia de otras proteinas quinasas como la proteina quinasa dependiente de 
GMPc (PKG) o la proteina quinasa C (PKC), la PKA se encuentra activa so10 cuando 
sus subunidades cataliticas y regulatorias se encuentran disociadas. El modelo consenso, 
como ya fbe comentado en la Introduccion, sostiene que la holoenzima es 
cataliticamente inactiva debido a la interacci6n del sitio de pseudosustrato de RI, o de 
verdadero sustrato de RII, con el sitio de uni6n a1 sustrato en C, y que cuando el AMPc 
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se une a las subunidades regulatorias, la afinidad entre R y C disminuye produciendo la 
liberation de la subunidad C. 
Tabla R-6. Efecto de policationes sobre la activacidn de la PKA de C albicans. 
Alicuotas de holoenzima parcialmente purificada, subunidad C de C. albicnns o subunidad C de 
corazCm bovino heron preincubadas en presencia de las cantidades indicadas de polilisina 
durante 5 min a 30 "C en un buffer Tris HCI 20 mM, pH 73; CIzMg 10 rnM; P-mercaptoetanol 
1 mM; ATP 0, I mM. La reaccion se inicio por el agregado de khmptido 0,l mM y ATP~[~*P] 
150 mCi/mmol y se incubo durante 10 min a 30 "C. La holoenzima y la subunidad C utilizadas 
corresponden a 10s pasos de purificacih de gradiente de sacarosa e hidroxiapatita, 
respectivamente. 
Actividad de PKA (omol/lO min) 
C. albicans Corazon bovino 
Polilisina Holoenzima# Subunidad Subunidad 
(uM> catalitica * catalitica * 
# Entre parentesis se representa el porcentaje de actividad alcanzado en cada caso tomando como 
100 % la actividad de PKA en presencia de AMPc 10 pM. 
* Entre parhtesis se representa el porcentaje de actividad alcanzado en cada caso tomando como 
100 % la actividad sin ad~ciones. 
.: 
Segh este modelo de activacibn, 10s eventos de fosforilaci6n mediados por PKA 
serian selectivamente regulados por la afinidad entre el AMPc y las diferentes isoformas 
de R y la concentracion y compartimentalizacion de 10s sustratos; sin embargo, 
finalmente seria siempre la subunidad C libre la que deberia distinguir entre 10s distintos 
sustratos. Sin embargo, hasta el momento no se han descripto diferencias significativas 
entre las distintas isoformas de C en cuanto a la especificidad de sustrato. Actualmente 
distintas lineas de investigacion plantean la necesidad de un modelo m h  complejo para 
explicar 10s eventos de fosforilacion especifica que ocurren luego de la activacion de la 
via del AMPc. 
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Con el objetivo de investigar ei la activacibn de la PKA de C.albicans por 
policationes involucraba la disociacibn de la holoenzima en sus subunidades, se 
analizaron 18s perfiles de sedimentaoi6n en gradiente de sacarosa de holoenzimas 
previamente incubadas en presencia de polilisina. En la figura R-13, se muestran 10s 
perfiles de sedimentacibn de holoenzimas preincubadas y corridas bajo distintas 
condiciones. El experimento control (figura R-13, panel A) muestra que la actividad de 
PKA y de union de AMPc cosedimentan en un unico pico de coeficiente de 
sedimentacion 8s como es de esperaf para la holoenzima nativa, y que cuando la 
holoenzima es preincubada en presencia de AMPc 2 pM y centrifbgada en un gradiente 
de sacarosa conteniendo AMPc 0,5 ph4 , ambas actividades se disocian y sedimentan en 
la posicion correspondiente para las subunidades libres (5,3 S para C y 5 S para R). 
Cuando la holoenzima fbe preincubada en presencia de polilisina y centrifbgada 
en un gradiente de sacarosa conteniendo la misma concentraci6n del polication, el perfil 
de sedimentacibn obtenido corresponalo al de la holoenzima nativa. En ambos casos la 
actividad de PKA result6 ser menos dependiente de AMPc. Esto es debido a que, por el 
disefio del experimento la concentraci6n final de polilisina en el ensayo de quinasa resulta 
de 0,01 pM y 0,l pM respectivamente (figura R-13, paneles B y C), estos resultados 
concuerdan con el grado de activacion observado en la holoenzima a esas 
concentraciones de polilisina (ver tabla R-6). 
El comportamiento de la enzima preincubada y corrida en presencia de polilisina 
es una buena evidencia del mantenimiento de la estructura tetramdrica de la holoenzima 
activada por polilisina; estos resultados se ven apoyados por la hipotesis planteada por 
otros autores sobre la posibilidad de activacion de la PKA sin la concomitante 
disociacibn en sus subunidades (Yang y col., 1995; Zaremberg y col., 1996). 
Frente a la evidencia de la existencia de una holoenzima cataliticamente activa 
decidimos investigar quC otro parimetro de la misma podria modificarse en presencia de 
polilisina, para ello analizarnos el efecto de la polilisina sobre la autofosforilaci6n de la 
PKA (ver autofosforilacibn PKA en la secci6n R-3.2.2.). 
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Figurr R-13. Efecto de la polilisina sobre la disociacicin de la holoenzima de C 
albicans. Alicuotas de holoenzima proveniente de gradiente de sacarosa heron preincubadas 
separadamente durante 5 min a 30 "en el misnu, buffer descripto en la leyenda de la tabla R-6 en 
presencia de kemptido 0,l niM y las siguientes adiciones: AMPc 5 pM o polilisina 0,l pM o 
polilisina 1 pM. Cada muestra fie sembrada en un gradiente de sacarosa preparado en buffer con 
la misma composicion del ensayo de preincubacion respectivo. Alicuotas apropiadas de las 
fracciones de cada gradiente heron ensayadas para adividad de PKA en presencia (m) o en 
ausencia ( o , ~ )  de 0,5 pM AMPc y para actividad ligante de AMPc (0). El panel A muestra 10s 
perfiles superpuestos del gradiente control (sin adiciones) (e,o,o) y del gradiente de la 
holoenzima preincubada con AMPc 2 pM. En el ultimo caso solo se grafica la adividad de PKA 
en presencia de AMPc ("),la flecha indica la posicih del maximo de actividad de unih  de 
AMPc. Los paneles B y C corresponden a 10s gradientes corridos en presencia de 0,l pM o 1 pM 
polilisina respectivamente. Los simbolos son 10s mismos que 10s del panel A. 
Resultados y Discusibn 86 
En la figura R-14, panel A r puede observar un efecto estimulatorio de la 
polilisina sobre la autofosforilaci6n de la subunidad R. Dicha fosforilaci6n no fbe 
inhibida en presencia de 1 PKI confirmando el caricter intramolecular de la 
reacci6n; este resultado demuestra que la incubaci6n de la holoenzima en presencia de 
polilisina no produce su disociacion (figura R-14, panel B). 
Cuando la reaccion de fosforilaci6n se llev6 a cab0 en presencia de 10 pM 
, 
AMPc se 0bserv6~'tambien un efecto estimulatorio de la polilisina sobre la fosforilacion 
de R (ligura R-14, panel C), en este caso como es de esperar para una reacci6n 
r 
intermolecular 16 fosforilaci6n h e  inhibida pot PKI (figurn R-14, panel D). 
En ambos casos la mhxima estimulacion se alcanz6 con una concentracion de 
polilisina de 0.1 pM en concordancia con lo obtenido cuando se utilizo kemptido como 
sustrato. 
Teniendo en cuenta que, como veremos en secciones posteriores, la CK2 de C. 
albicarls es capaz de fosforilar a la subunidad R result6 necesario descartar la posibilidad 
que el resultado observado fbera en realidad una estimulacion de la fosforilaci6n de R 
por CK2 contaminante. Para ello se midi6 la actividad de esta quinasa en la preparation 
.enzimatica utilizando como sustratos csseina y un peptido especifico para CK2; con 
ninguno de 10s dos sustratos se detect6 actividad de quinasa. 
PKI 1 pM 
Figura R-14. Efecto de la polilisina rokr la auto/oforilaciidn dc R Alicuotas de 
holoenzirna purificada por gradiente de 63~arosa fireron preincubadas en presencia de las 
caddades indicadas de polilisina durante 5 mh a 30 "C en un buffer Tris HCI 20 mM, pH 73; 
CIzMg 10 mM; P-mercaptoetanol 1 rnM, en ausencia (panel- A y B) o en presencia de 10 plbl 
AMPc (paneles C y D) y en ausencia (panebs A y C) o presencia de PKl 1 pM (panel- B y D). 
La reacciim se inicio por el agregado de ATP~'P]  10 pM 20 Ci/mmol y la incubacih se realizb 
. durante 5 min a 4 "C. 
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A partir de 10s estudios presentados en la secci6n 1, 10s cuales, junto con 
trabajos previos de nuestro laboratorio, proveen significativas evidencias de la 
participacion del AMPc en la transicion dimorfica de C. albicans surgio la necesidad de 
iniciar la caracterizacion estructural y cindica de la PKA, principal receptor celular del 
nucleotido ciclico. 
De acuerdo a 10s resultados presentados en esta section, C. albicatzs posee un 
unico tipo de holoenzima segun se desprende de 10s estudios preliminares realizados en 
columnas de DE-52, donde tanto en levadura como en micelio la actividad de quinasa 
dependiente de AMPc coeluyo con la actividad de union de AMPc en un unico pico a 
150 rnM ClNa. 
La PKA de C. albicatis es un tetrhero de aproximadamente 287 kDa, 
compuesto por un dimero regulatorio de 128 kDa y dos subunidades cataliticas de 78 
kDa. El calculo de 10s cocientes friccionales para la holoenzima y sus subunidades 
muestran q6e la holoenzima es una proteina asimetrica, cuya asimetria estl dada 
hndamentalmente por la estructura del dimero regulatorio, mientras que la subunidad C 
posee una estructura mas globular. 
Los parametros cineticos de la PKA de C. albicarts determinados a partir de la 
holoenzima parcialmente purificada heron similares a 10s descriptos para PKAs de otras 
especies. Se comprobo la naturaleza cooperativa de la dependencia de AMPc sobre la 
fosforilacion del kkmptido y se observo una curva de disociacion de AMPc de caracter 
bifasico, lo cual demostro la existencia de dos sitios distintos de union a AMPc en la 
subunidad R. La existencia de estos dos sitios se corroboro por ensayos de competencia 
de union de AMPc con anhlogos especificos de sitio. Una concentration de AMPc 1 pM 
h e  suficiente para producir la completa disociacibn de la holoenzima como se comprob6 
por anilisis en gradiente de sacarosa o por el ensayo esthdar de medici6n de PKA. 
Una caracteristica interesante de la PKA de C. albicans es el marcado efecto 
estimulatorio que tiene la polilisina sobre su actividad fosfotransferasa sin que 
aparentemente medie la disociacion de la holoenzima. 
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La activation de la PKA de diferentes sistemas por compuestos basicos ha side 
previamente demostrada aunque en todos 10s casos la activation de la PKA par 
proteinas que poseen dominios bMcos fue mediada por la disociacih de la holoenzima. 
Sin embargo la existencia de una holoenzima tetrambrica activa ha sido 
recientemente postulada a travbs de d s i s  de estructura utilizando tbcnicas fisico- 
quimicas. (Yang y col., 1995). Por otro lado Wang y col, (1991) demostraron que la 
mutacion de las kgg2 y ~ r 8 9 ~ ,  ubicadas en la region de interaccion RIC, de la subunidad 
RIIa de corazon bovino producia una holoenzima constitutivamente activa e 
independiente de AMPc, aunque el nucle6tido cfclico era necesario para producir su 
disociacion. Este resultado indicaria que es posible diferenciar estructuralmente regiones 
de interaccion entre R y C que esth involucradas en la disociaci6n de la enzima, de 
regiones involucradas en la accesibilidad al sitio activo. Este trabajo nos permite suponer 
que seria posible producir cambios conformacionales en la holoenzima, por ejemplo 
interfiriendo en la region de interaccion de las A.rgg2 y l i d 3 ,  que la lleven a adquirir una 
estructura tal que 10s sustratos puedan acceder a1 sitio activo sin que se produzca la 
disociacion de la holoenzima. 
Estudios en S. cerevisiae con mutantes espontheas de subunidad R mostraron 
una disminucion de la dependencia de AMPc de sobre la actividad fosfotransferasa de 
estas PKAs mutantes, lo cual tambibn h e  explicado por existencia de una holoenzima 
activa no disociada (Zaremberg y cot., 1996). 
Podemos plantear la hipotesis que el policatibn podria promover un cambio 
conformacional en la holoenzima, de forma tal que el sitio activo se hiciera accesible a 
10s sustratos, posibilitando su reconocimiento y fosforilacion, sin producir la disociacion 
de la enzima. 
El efecto estimulatorio de la polilisina sobre la tasa de autofosforilaci6n tambikn 
indicaria un'cambio estructural en la holoenzima de manera que, en presencia del 
polication el sitio de fosforilacion de la subunidad R se encontraria mejor posicionado 
aumentando su eficiencia de fosforilaci6n. 
Por otro lado como ya ha sido demostrado en otros sistemas la autofosforilaci6n 
de la subunidad R disrninuye su afinidad por C. Es decir que, un aumento en la tasa de 
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autofosforilacibn promovida por polic~ttioms podria tambibn favorecer de una manera 
indirecta la aparicibn de una estructura tatrmbrica menos dependiente de M c .  
La importante estimulaci6n que produce la polilisina sobre la actividad de PKA sugeriria 
la posibilidad de un rol modulador de 10s sustratos con dorninios basicos o de 
compuestos policatibnicos (por ejemplo poliaminas). 
3. Caracterizacibrz y pzrrificacibrt de lw ~;srMi&des de la PIG4 & C. albicans. 
3.1. Cromatoarafia en Mono Q de extractos de chlulas levaduriformes. 
Extractos solubles (S100) de cdulas levaduriformes heron sometidos a 
cromatografia en una columna analitica de Mono Q (FPLC), con el fin de analizar el 
perfil de actividad de quinasa dependiente de AMPc. Como puede verse en la figura R- 
15, panel A, la actividad de PKA eluye a 300 rnM ClNa mostrando una absoluta 
dependencia del agregado de AMPc; esta actividad h e  inhibida en un 100% por PKI (5- 
24) 20 pM (ver efecto de PKI en la secci6n 3.3.1 .). 
Las fracciones con capacidad de uni6n a AMPc conforman un pico ligeramente 
desplazado del pico de actividad de PKA; solo una fraccion minoritaria, que puede 
observarse como un pequeiio hombro del pic0 principal, coeluye con la actividad de 
quinasa. Siendo que la capacidad de union de AMPc presente en el pico principal no esti 
acompaiiada por actividad de PKA estimulable por AMPc, esta actividad muy 
probablemente corresponda a la subunidad regulatoria libre (ver luego paneles B y C). 
Con el objeto de caracterizar 10s componentes de la PKA, las fracciones de la 
columna de Mono Q fberon sometidas a distintos analisis. 
La tparcacion por fotoafinidad ha sido extensamente utilizada para el estudio de 
proteinas que unen nuclebtidos ciclicos como AMPc y GMPc. El analogo de AMPc mhs 
utilizado es el 8-a~ido-[~~~]AMPc (Haley y co1.,1975), cuya principal ventaja es su alta 
afinidad por la subunidad regulatoria de la PKA, permitiendo marcar especificamente la 
subunidad R en extractos crudos donde 6sta solo representa una fiaccion minoritaria de 
la proteina total. Alicuotas de las fracciones 21 a 47 tomadas en forma alternada, se 
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sometieron a marcacion con el a n s l w  de AMPc y las proteinas se resolvieron 
posteriormente en SDS-PAGE 12 %; el panel B de la figura R-15 mestra la 
autorradiografia del gel. Como puede verm aparece una unica banda marcada con una 
masa molecular aparente de 64 kDa; la msircacibn es muy intensa en las fracciones que 
presentan mayor capacidad de union de AMPc y msls d&il en las que corresponden a1 
hombro que acompaiia la actividad de qhm. 
r: 
La fosforilacion de la subunidad R por la subunidad C de la PKA a travbs de una 
reaccion intramolecular, es una caracteristica distiritiva de las PKAs dcl tipo I1 (Rangel- 
Aldao y Rosen, 1977). Como primer abordaje para determinar si la subunidad R de C. 
albicarzs era capaz de autofosforilarse se analizo la fosforilacion endogena de las 
fiacciones de la columna, en condiciones de autofosforilaci6n como se indica en la 
secci6n M-8.3. (concentracibn de ATP nM, ausencia de AMPc y baja temperatura); una 
vez concluida la reaccion de fosforilacibn las proteinas heron resueltas en SDS-PAGE 
12 %. El panel C de la figura R-15 muestra la autorradiografia correspondiente al gel; 
como puede observarse a partir de la fiaccilrn 37 comienza a hacerse evidente una banda 
marcada radioactivarnente con una masa molecular aparente de 64 kDa que alcanza un 
miximo de marcacion en la fraccibn 43, coincidente con la mhxima actividad de PKA. 
La movilidad de la proteina fosforilada coincide con la de la subunidad R marcada por 
fotoafinidad, sugiriendo que la PKA de C. albicuns podria ser del tip0 11. Tarnbibn pudo 
detectarse la fosforilacion de otras proteinas especialmente una de alto peso molecular 
(alrededor de 80 K) cuya naturaleza no ha sido investigada. 
Tomados en conjunto 10s resultados expuestos en 10s paneles A, B y C parecen 
indicar que en este intercarnbiador ani6nioo fberte se separan parcialmente la subunidad 
regulatoria libre y la holoenzima; asi, la actividad ligante del pic0 principal 
corresponderia a la subunidad R libre que se marca intensamente por fotoafinidad per0 
que no se fosforila mientras que la capacidad ligante del hombro del pic0 principal 
corresponderia a la subunidad R que foma parte de la holoenzima, la cud por estar 
presente en menor cantidad se aprecia menos en la marcacibn por el anilogo per0 que es 
fosforilada hertemente por la subunidad C que la acompaiia formando parte de la 
holoenzima. 
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Con el proposito de identificar la subunidad catalitica de la PKA se and& h 
inmunorreactividad de las eacciones de la Mono Q fiente a un anticuerpo levantado 
contra la subunidad C de la PKA del hongo B.emersonii. Como puede verse en la figura 
R-15, panel D el anticuerpo heterologo reacciono con una proteina de 78 kDa, la cual 
coeluye con la actividad fosfotransferasa. Este resultado c o h a  el inusual tarnailo de la 
subunidad C estirnada por gradiente de sacarosa y tamiz molecular en la seccion 2.2.1. 
3.2. Caracterizacion v ~urificacion de la subunidad renulatoria. 
3.2.1. Determination de posibles isoformas de la subunidad R en levadura y micelio de 
C. albicans. 
Parte de la caracterizacion de la subunidad R de C. albicans consisti6 en 
determinar la posible presencia de isoformas en 10s diferentes estadios morficos. Para 
ello se llevo a cab0 la marcacion por fotoadinidad de la subunidad R en extractos cmdos 
de levadura y micelio. La marcacion con 8-azido AMPC[~%] revel6 la presencia en 
levadura y micelio de una hica forma de subunidad R de 64 kDa. La figura R-16 
muestra que la mayor parte de la radioactividad h e  incorporada en una banda de 64 kDa 
en extractos de ambas morfologias (calles 1 y 3), observhdose tambien la presencia de 
dos bandas minoritarias de 40 y 33 kDa. Las bandas de menor peso molecular 
probablemente representen productos de degradation proteolitica de la banda principal, 
ya que su cantidad relativa vario en las distintas preparaciones y existen antecedentes de 
la sensibilidad de R a la proteblisis en otros sisternas (Rossi y col., 1992, Marques y MI., 
1989; Sy y Roselle, 198 1). 
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Figura R-15. Pejil de &h a% fa4WA dk C dbk&ts em columna de Mmo Q. (A) 
~ c t i v i d a d d e q u i a a r a ~ a c t i v i & d h g a n t e c b ~ j ~ ] .  Seematyo l a a c t i v k k l ~ d o  
kbpt~do en aumcia (a) o en pre- d~ [*) c$e AMPc 10 frM y la a&* ligolnte Be 
M C [ ~ H ]  (0) (5 Crl) &I &a columns. (B) Automa&& 
m e  la mcorporacih 
AMPc. Alicuotas de 10 pl de cada p o r f ~ s a p i - e m c i a d e 2  
pM dd &ogo, las plW&as por SDS-PAGE 12% y el gsl fie 
autormdkgdhdo. (C) Alicwtm de 10 yP fkc%n &erron ensayadas para ilxdbdacih 
endbgeaa can AT~.[~'P] 50 nM(300 AMPc, las proteinas ibmm 
sqaradas por SDS-PAGE 12 % y el ge 
pldedecitdahk8t~1sep 
nitroc~lulosa y revelah 
inm~omqiejos & e m  revehdos pcw el 
anticuerpo wctmdario. 
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Figura R-16. Marcacidn por fd@nidad de extractos crudos de levadura y micefio 
de C albicans. Las proteinas fueron mel tas  en SDS-PAGE 10 %. La autorradiografia 
muestra el patrh de incorporaciim de 8-a~ido-AMPc[~~~] en extractos crudos de levadura (calles 
1 y 2) y de rnicelio (calles 3 y 4) en ausencia (calles 1 y 3) o en presencia (calles 2 y 4) de un 
exceso de W c .  
La rnarcacion con ~-~z~~o-AMPc[~'P] de las bandas de 64, 40 y 33 kDa h e  
especifica ya que el agregado de un exceso de AMPc no marcado, previo a la irradiacion 
con luz ultravioleta, elimino casi por completo la incorporacion del anhlogo radioactive 
(calles 2 y 4). 
Estos resultados indican que, al igual que lo informado para otros eucariotas 
inferiores (Marques y col., 1989; Mutzel y col., 1987; Toda y col., 1987), existe un 
unico tipo de subunidad R en C. albicmts. 
3.2.2. Autofosforilacion de la PKA de C. albzcans. 
Existen por lo menos dos mecanismos a traves de 10s cuales la subunidad R de la 
PKA puede ser fosforilada. Uno de ellos consiste en la fosforilacion intermolecular de la 
subunidad R por la subunidad C en presmcia de AMPc, es decir, en condiciones en que 
las subunidades esth disociadas y el otro transcurre por medio de una reaccion 
intramolecular catalizada por la subunidad C presente en la holoenzima sin disociar. 
Resultados y Discusion 94 
Las reacciones de autofosforilaci6n intramolecular a diferencia de las reacciones 
intermoleculares, son eficientes a temptwaturas de incubacibn bajas y tiempos de 
incubacibn cortos y en el caso de la PKA mo es inhibida por PKI. 
Con el fin de confirmar si la fosfdacibn de la subunidad R detectada en las 
fracciones de la columna de Mono Q ocurre por medio de un mecanismo intramolecular, 
se estudib la dependencia de la reaccibn con la temperatura, el tiempo de incubacibn y la 
concentracion de enzima usada en el ensap. Se utilizb como fbente de enzima, una 
preparacibn parcialmente purificada hasta la etapa de gradiente de sacarosa. Cantidades 
variables de esta preparacibn fberon incubadas en condiciones de fosforilacibn endbgena 
a 30 OC durante 15 min (figura R-17). Para la curva de tiempo una alicuota de 5 @ de 
enzima fbe incubada en condiciones de fosforilaci6n end6gena durante 2, 5 y 15 min a 
4°C (figuraf R-17). Se observa que la banda de 64 kDa se fosforila en forma 
proporcional a la cantidad de proteinas utilizada en el ensayo. Esta fosforilacibn es 
practicamente independiente de la temperatura como se puede concluir al comparar la 
incorporaci6n de [j2p] a la subunidad R durante distintos tiempos a 4°C y 30°C. En 
ambos casos se alcanza la mhxima fosforilaci6n a 10s 15 min de incubacibn, asimisrno la 
fosforilacibn a 4 'C mostr6 ser extremadamente eficiente ya que luego de 5 min de 
incubacion un 80 % de la subunidad R habia sido fosforilada. 
Los resultados mostrados en la figura R-17 pueden resumirse en: a) la unica 
banda fosforilada tiene la misma masa molecular de la proteina marcada por fotoafinidad 
en la seccibn 3.1. y 3.2.1 .; b) la fosforilacibn de esta banda de 64 kDa es proportional a 
la proteina utilizada en el ensayo y no se observa saturacibn a1 aumentar la misma; c) la 
fosforilaci6n de la banda de 64 kDa es independiente de la temperatura de incubacibn y 
es sumamente eficiente a 4 OC. Estos resultados sugeririan que la proteina fosforilada de 
64 kDa es la subunidad R de la PKA y que la fosforilacibn ocurre por medio de un 
mecanismo intramolecular. 
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Figura R-17. Autofosforilacidn de la subunidad R de C albicans. Cantidades variables 
de holoenzima parcialmente purificada k e r n  incubadas en 10s tiempos indicados a 30 "C o 4 O C  
en las condiciones descriptas para bforilacih endogena en la secciiw M-8.3. Cada mezcla de 
reaccitw fue analizada por SDS-PAGE 12 % y el gel autorradiografiado. La banda fosforilada 
h e  cortada del gel seco y se midi6 la radioactividad. La radioactividad cuantificada se grafici, en 
funcion de la cantidad de proteina o del tiempo de incubacih segh correspondiera. 
Una vez determinada la existencia de un h ico  tip0 de subunidad regulatoria, se 
encaro su purificacion a partir de &lulas levadurifomes. 
En la tabla R-7 se resumen 10s pasos de purificacion llevados a cabo segh  se 
detalla en Materiales y Mdtodos, seccibn M-5., para la obtencion de la subunidad 
regulatoria de la PKA de C. albicans. 
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En la bacci6n de DE-52 se rear@ rutinariamente entre el 85 y el 95 % de Ia 
actividad ligante de AMPc presente en la E i ~ d 6 n  S100. 
La cromatografia en columna de AMPc agarosa de la fiaccibn de DE-52 produjo 
la disociacion de la holoenzima en sus mbunidades regulatorias y cataliticas. La 
subunidad catalitica fie recuperada en al percolado y el 90 % de la actividad ligante de 
AMPc sembrada fie retenida por la resina. 
El protocolo clasico para la ptdkxci6n de subunidades R por columna de 
AMPc agarosa fie ligeramente modificado por el agregado de dos pasos de lavado con 
AMP 10 mM y ATP 10 mM. El lavado con AMP permiti6 eliminar una proteina 
contaminante de aproximadamente 43 kDa cuya identidad es desconocida, mientras que 
el lavado con ATP elimino la contamhcilm con NDP quinasa5; la identidad de esta 
proteina contaminante se comprob6 por imunorreacci6n con anticuerpos anti NDP 
quinasa de C. albicaits. 
Como era de esperar, la cromatografIa en columna de afinidad fbe el paso mas 
significativo de la purificacion; luego de 36 horas de diblisis para eliminar el AMPc 
presente en el buffer de eluci6n se recuper6 cerca del 25 % de la capacidad ligante de 
AMPc preseyte en el extract0 soluble. La purificacicin calculada para la subunidad 
regulatoria result6 ser de aproximadamente unas 3000 veces. 
La figura R-18 muestra la fotografia del gel en el cual se corrio una alicuota de 
la preparation de subunidad R purificada. Como puede verse, la tinci6n con Coomassie 
revel6 una unica banda, con una masa m o l ~ l a r  aparente de 64 kDa (calle 1). El tarnaiio 
de la proteina purificada coincide con d de la banda detectada por fotoafinidad y 
fosforilacion en la columna de Mono Q (ver seccion 3.1 .) y con la de mayor tamafio 
visualizada en extractos crudos (ver seccih 3.2.4.), por lo que podemos suponer que se 
ha purificado la forma intacta de la subuni6ad R. 
NDP quinasa, nucle6sido difosfalo quinasa. 
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Tabla R-7. Purificacidn de la subunidad regulda. La purificacih de la subunidad 
regulatoria se realizb de acuerdo a1 protocolo descripto en Materiales y M&odos (item M-5). 
La identidad de la proteina purificada he  codrmada por dos criterios diferentes. 
Por un lado se analizo la inmunorreactividad de la proteina frente a un anticuerpo 
levantado contra la subunidad R de B. emersonii. En la figura R-18, calle 2, se observa 
el reconocimiento especifico de la banda de 64 M)a por el anticuerpo heterologo. 
El otro abordaje consistio en fosforilar, bajo condiciones de autofosforilacion, 
una alicuota de la preparation de DE-52 y luego purificarla a traves de la columna de 
afinidad. Se puede observar en la figura R-18, calle 3, que la proteina autofosforilada 
purificada en estas condiciones es indistinguible de la de 64 kDa identificada antes como 
la subunidad R. 
Figura R-18. Zdentificacihn de la subunidd regulatoria purificada Alicuatas 
apropiadas de subunidad R purificada heron sometidas a SDS-PAGE 12%. Calle 1, 5 pg de 
subunidad R visualizada por Coomassie; Calle 2, Western blut de la misma preparacih (2 pg) 
incubado can antisuero anti R de B, emersonii 1500 y revelado por el m h d o  de peroxidasa 
c r o m o ~ c o ;  Calle 3, R purificada a partir de atmctos sometidos a autoibsforilaciiiw. 
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3.2.4. Preparacion y validaci6n de anticueps especificos contra la subunidad R. 
Los anticuerpos policlonales levantados contra la subunidad regulatoria de C. 
albicans heron preparados segun se detalla en Materiales y Mdtodos, secci6n 14.1. a 
partir de la banda de 64 kDa obtenida de un gel de poliacrilamida desnaturalizante, en el 
cual se corrio una preparacion de subunidad R pura. 
Se prob6 la capacidad del anticuerpo de reconocer especificamente la subunidad 
R en extractos crudos preparados agregando la solucion de Laemmli 1 x directamente a1 
precipitado de cClulas y calentando durante 15 min a 100 "C con el objeto de minimizar 
la prote6lisis que pudiera ocurrir en la preparacion de las muestras. 
En la figura R-19, calle 1 se muestra el inmunoblot de una preparaci6n de 
extractos crudos, en el cual se puede observar que el antisuero reacciona hertemente 
con una proteina de 64 kDa y mas debilmente con dos bandas de pesos moleculares 
menores; el suero preinmune no revel6 ninguna proteina (figura R-19, calle 2). 
La aparici6n de las bandas de menor peso molecular vari6 entre las diferentes 
preparaciones de extractos, lo cual nos hace pensar que se trata de fragmentos de 
proteolisis de la subunidad R generados durante el proceso de extraccion. Tipicamente 
se encontraron 3 fragmentos de proteolisis de 53 kDa, 40 kDa y 33 kDa, 10s dos ultimos 
coinciden con 10s obtenidos en la marcacion de extractos crudos con ~-~Z~~O-AMPC[~ 'P]  
(ver figura R-16). 
Con ~1 objetivo de determinar la capacidad del antisuero de inmunoprecipitar la 
subunidad R y confirmar su especificidad se inmunoprecipitaron extractos crudos 
previamente marcados con 8 - a z i d o - A . ~ ~ c [ ~ ~ ~ ]  como se detalla en la seccibn M-8.4. En 
la figura R-19, calle 3 se muestra el SDS-PAGE de las proteinas inmunoprecipitadas 
con el antisuero anti R observindose la inmunoprecipitaci6n de una unica proteina 
marcada con ["PI, cuya movilidad corresponde a la de una proteina de masa molecular 
64 kDa; este resultado confirma la identidad de la proteina reconocida por el antisuero. 
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Figura R-19. EspeciJicidad del antisuer0 anti R 50 pg de proteinas de extracto 
crudo heron separadas por SDS-PAGE 12 %, electrotransferidas e incubadas con antisuero anti 
R dilucibn 1: 1000 (calle 1) o suero preinmme dilucibn 1: 1000 (calle 2) Los inrnunocomplejos 
heron revelados utilizando el sistema de quimioluminiscencia. Calle 3: 50 pg de prateinas de 
extracto crudo previamente marcadas por htodnidad heron inmmoprecipitados can antisuero 
anti R dilucih 1: 10, y separadas por SDS-PAGE 12 %, se muestra la autorradiografia del gel. 
El hecho de que la proteina de mayor peso molecular reconocida por el 
antisuero, aim en extractos crudos, sea de 64 KDa reherza nuestra afirmacion que la 
subunidad R purificada corresponde a la forma nativa de la proteina. Cabe destacar la 
escasa susceptibilidad a la proteolisis de la subunidad R de C. albicans si se la compara 
con otras subunidades regulatorias de hongos las cuales no logran ser purificadas en su 
forma nativa, como es el caso de las mbunidades R de A4 rouxii y de B. emersonii 
(Marques y col., 1989; Rossi y col., 1992). 
Una vez determinada la capacidad del antisuero de inrnunoprecipitar la 
subunidad R se evaluo la capacidad del mismo de inmunoprecipitar la holoenzima de 
extractos crudos. 
Los extractos crudos heron inmunotitulados por incubacion con cantidades 
crecientes del antisuero y 10s complejos inmunes heron aislados por incubacion con 
proteina A-Sepharose y posterior centdiqpcibn; 10s detalles de la tknica se encuentra 
explicados en la secci6n M-14.3. Se midi6 la actividad & PKA y la capacidad ligante de 
AMPc en alicuotas apropiadas de 10s sobrenadantes y precipitados. 
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Cuando se grafico la actividad residual de PKA en 10s sobrenadantes versus las 
concentraciones de antisuero utilizadas se obtuvo una curva en la que puede observarse 
que 5 pl de antisuero son suficientes para producir la inrnunoprecipitacion de toda la 
holoenzima presente en 10s extractos (figura R-19, panel A). Este resultado h e  
confirmado por la aparici6n en 10s precipitados de la actividad de PKA, en forma 
dependiente de la cantidad de antisuero agregado (figura R-19, panel B). Una dilucion 
del antisuero de 11200 produjo la inmunoprecipitaci6n del 50 % de la actividad de PKA 
presente en 10s extractos. 
En la figura R-19, panel B se muestra la desaparicion de la actividad ligante de 
AMPc en 10s extractos crudos, se puede observar que 5 pl de antisuero alcanzan para 
titular toda la subunidad R presente en 10s extractos. La actividad de uni6n de AMPc no 
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Figura R-19. InmuntlCitulacicin de extractos crudos con antisuero anti R de C 
albicans. 50 pg de proteinas de extract0 crudo fireron incubadas um cantidades crecientes de 
antisuero en 200 pl de buffer B durante 1 hora a 4 O C  seguido de un period0 de incubacih de 30 
min a 4 "C en presencia de proteina A-Sepharose. Luego de la centrifhgacih se midi6 la 
actividad de RKA en alicuotas de 10s sobrenadantes (A) y de 10s precipitados (B, barras rayadas) 
y la actividad de unih de AMPc en 10s precipitados (B, barras blancas). Los controles en 
presencia de suero preinmune se realizaron bajo idhticas condiciones de ensayo. El 100 % de la 
actividad de PKA y de uni6n de AMPc corresponde a 0,2 nmol/min/ml y 0,8 pmol/min/ml, 
respectivamente. 
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Como control de posibles i n t e r f d a s  o de reacciones inespecificas producidas 
por factores del suero, todos 10s ensayos r llevaron a cabo, paralelamente, en presencia 
de suero preinmune; no se observ6 inmunoprecipitaci6n de la holoenzima con ninguna 
de las concentraciones utilizadas. 
Los resultados presentados dernwman que el antisuero anti R de C. albicans es 
capaz de inmunoprecipitar especificamente tanto la subunidad R libre como la 
holoenzima. La capacidad del antisuero anti R para inmunoprecipitar la holoenzima 
result6 una herramienta muy util en la caracterizaci6n de la subunidad C (ver mhs 
adelante). 
3.3. Purificacion parcial v caracterizacion de la subunidad catalitica. 
3.3.1. Purificacion parcial. 
La metodologia utilizada para la purificacion de la subunidad C se detalla en 
Materiales y Metodos, item M-6. El protocolo de purificacion de la subunidad catalitica 
se basa principalmente en el diferente comportamiento de la holoenzima, la subunidad R 
y la subunidad C en un intercambiador anibnico. La subunidad C es una proteina bisica, 
mientras que la holoenzima y la subunidad R son levemente acidicas, por lo tanto, C 
puede ser especificamente eluida con AMPc de una columna de DE-52 que tenga 
adsorbida la holoenzima; el percolado contendrb la subunidad C ya que esta por su carga 
no queda retenida en la colurnna. 
Como la proteina eluye muy diluida de la columna de DE-52, el pool de 
fracciones con mayor actividad de quinasa se siembra en una columna de hidroxiapatita, 
con el principal objeto de concentrar la enzima, ya que esta queda unida a la columna a1 
pH seleccioriado. La subunidad C se eluye aplicando un gradiente lineal de 45-400 mM 
Pi. El perfil de elucion de la hidroxiapatita vario ligerarnente en las distintas 
preparaciones. La caracteristica mas constante fie la aparici6n de dos picos con 
actividad de quinasa, aunque su proportion relativa no h e  reproducible. 
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En la figura R-20 se muestra el perfil de elucion de una colurnna de 
hidroxiapatita, en paralelo con el perfil de proteinas en SDS-PAGE de las fracciones con 
actividad de quinasa. Como puede observarse, el pic0 que eluye a herza ionica menor se 
correlaciona con la presencia de una hnica proteina de 60 kDa mientras que el pico gue 
eluye con mayor herza ionica esth compuesto por varias bandas de menor peso 
molecular. Las fracciones del primer pic0 heron elegidas como fkente de subunidad C 
purificada y \u identidad confirmada por reacci6n inmunol6gica fiente a un anticuerpo 
levantado contra la subunidad C de la PKA del hongo D. discoideum (figura R-21). Las 
proteinas presentes en el segundo pico variaron en las diferentes preparaciones por lo 
tanto la actividad de quinasa no pudo relacionarse con runguna proteina en particular. 
En la tabla R-8 se resumen 10s pasos del protocolo de purification de la 
subunidad C. Como puede observarse la recuperation de la actividad de quinasa 
disminuyo bruscarnente en el ultimo paso de purificacion llegando a ser de solo del 12%. 
La masa molecular de la proteina purificada no coincidio con la estimada en la 
columna de Mono Q con anticuerpos anti C de B. emersotiii ni con la calculada a travks 
de gradiente de sacarosa y filtracion molecular; a pesar de que toda la purificacion se 
realiz6 en presencia de inhibidores de proteasas y de haberse ensayado otros abordajes 
para la purificacion de C h e  imposible evitar su prote6lisis. 
La susceptibilidad a la proteolisis que muestra la subunidad C, particularmente 
una vez que se ha disociado de la holoenzima, podria reflejar la copurificaci6n de alguna 
actividad proteolitica. Muy probablemente, la importante pCrdida de actividad que se 
produce en el paso de purificacion en la colurnna de hidroxiapatita podria estar 
relacionado con la proteolisis de la subunidad C. 
El PKI (5-24) inhibio de manera competitiva la actividad de la subunidad C 
purificada. El valor de la Ki fie calculado grhficamente representando las inversas de las 
velocidades vs la concentracion del inhibidor para dos concentraciones de sustrato 
(Dixon, 1967); el valor obtenido fie de 600 nM. 
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Figura R-20. P e l  de elucidn de la subunidad C de la cdrrmna de hidroxiapatita. 
(A)  Perfil de elucih de la actividad de quinasa. Se ensayaron alicuotas de 20 pl de las fiaccimes 
de la colurnna para actividad de quinasa en ausencia (e) o en presencia (0) de PKI 1 pM. (B) 
Alicu- de 100 pl de cada fiaccih heron separadas en SDS-PAGE 12 %, se muestra el gel 
teiiido por Coornassie. 
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Tabla R-8. Puntcacidn de la subunidatl catalitica. La purificacib de la subunidad 
catalitica se realizi, de acuerdo a1 protocolo descripto en Materiales y M&odos (item M-6.). 
Fraccion Proteina Actividad Actividad Purification Recuperation 
especifica 
(mg) ( = 1 d d  (nmok/min/mg) (-s) (%I 
- 
* La cuantiflcacih de la protema se realizi, por medicih eqwWbbm&ca a 283 nm. 
Figura R-21. Identificacidn de la subunidtui CpuriJcada. Calle 1, 1 pg de subunidad C 
purificada visualizada por Coomassie; Calle 2, Western blot de la rnisma preparaciin incubada 
con una diluciirn 1 :400 del anticuerpo p o l i c l d  anti subunidad C de D. discoideum. 
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3.3.2. Reconstitution de la holoenzima de C. albicaw. 
Las subunidades regulatorias y cataliticas aisladas pueden identificarse como 
componentes de una quinasa de proteina dependiente de AMPc a traves de su capacidad 
de reasociarse para formar la holoenzima correspondiente. Esta reasociaci6n se puede 
detectar mediante la inhibicicin de la actividad fosforilante de la subunidad catalitica por 
el agregado de subunidad regulatoria, dicha inhibicion es revertida por el agregado de 
AMPc. 
En la tigura R-22 se puede observar que la actividad fosfotransferasa de la 
proteina purificada de 60 kDa fbe inhibida por el agregado de cantidades crecientes de 
subunidad R. Como era de esperar la inhibici6n fie completamente revertida por el 
agregado de AMPc 1 pM. 
subunidad R agregada (nM) 
Figura R-22. Reconstitucidn de la holoenzima. Alicuotas de subunidad catalitica 
purificada (5 ng) heron incubadas durante 15 min a 30 "C con concentraciones crecientes de 
subunidad regulatoria en bufFer Tris HCI pH 73,  conteniendo 1 mglml de albiunina s6rica 
bovina. La actividad catalitica residual h e  ensayada en las condiciones esthdar en ausencia (0 )  
o en presencia (") de AMPc 10 @. El 100% de la actividad catalitica representa 3 
pnol/rnin/mg. 
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La mkima inhibicion se a1catu;a aproximadamente a una relacion molar de 
subunidad regulatoria a subunidad catditica de 1,s: 1. La incompleta remocibn del 
AMPc unido a la subunidad R purificada podria explicar el exceso de R requerido para la 
inhibicion de C, sin embargo no puede descartarse la posibilidad de que la forma 
proteolizada de C tenga menor afinidad por R. Estos resultados confirman la 
identificacibn de la proteina de 60 kDa como un fiagmento proteolitico de la subunidad 
C de la PICA. 
3.3.3. Deteccion de la subunidad C nativa en extractos crudos. 
La inmunoprecipitacion de la holoenzima a partir de extractos crudos parecio ser 
un buen metodo para aislar rapidamente la subunidad C del resto de 10s componentes del 
lisado, evitando o a1 menos minimizando su proteolisis. A traves de este abordaje se 
intento confirmar la posibilidad de que la proteina purificada de 60 kDa proviniera de 
una subunidad catalitica mayor proteolizada durante la purificacion 
Con este fin se autofosforilo la holoenzima presente en un extract0 crudo (ver 
M-8.3.), y se inmunoprecipito con el antisuero anti R. El precipitado resultante (PI) fie 
resuspendido en buffer TrisHCl 20 mM, pH 7,s; ClzMg 10 mM; P-mercaptoetanol 1 
mM; se sepharon dos alicuotas para realizar la medicion de actividad de PKA y el 
analisis en SDS-PAGE. La alicuota remanente fbe incubada en presencia de AMPc 10 
pM durante 15 min a 30 "C y centrifbgada. El sobrenadante resultante (S2) se reservo y 
el precipitado (P2) h e  resuspendido en el mismo buffer y con el mismo volumen que el 
P1. Alicuotas de PI, P2 y S2 heron sometidas a SDS-PAGE 10 %, el gel h e  teirido con 
plata y autorradiografiado. La actividad de PKA y la capacidad ligante de AMPc heron 
medidas en las mismas fracciones. Como puede verse en la figun R-23, panel A, la 
tincion con plata revel6 la presencia de dos proteinas (calle PI), una de ellas con la 
movilidad de una proteina de alrededor de 55-60 kDa, la cual probablemente 
corresponde a la cadena pesada de la inmunoglobulina y que enmascara a la subunidad 
R, y la otra, mas debil, con una masa molecular aparente de 78 kDa; esta ultima banda 
estl ausente en P2 y reaparece en S2 como es de esperar si correspondiera a la 
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subunidad catalitica liberada de P1 despues del tratamiento con AMPc. Tambien es 
evidente la presencia de una banda de alrededor de 55-60 kDa en el S2, probablemente 
derivado de pequeiias cantidades de IgG liberadas del precipitado aunque no puede 
descartarse que se trate en parte de subunidad C proteolizada. La autorradiografia de la 
figura R-23, panel B, confirma la presencia de la subunidad R autofosforilada en 10s 
precipitados y su ausencia en el sobrenadante. En el panel C se muestra la actividad de 
PKA ensayada en las fracciones P 1, P2 y S2; estos resultados corroboran la identidad de 
las bandas visualizadas en el SDS-PAGE. La actividad de quinasa dependiente de AMPc 
retenida en la fiaccion PI, es liberada a1 sobrenadante S2 despues de la incubacion con 
AMPc, esta actividad es inhibible por PKI. Los resultados mostrados en la figura R-23 
indican que la subunidad C presente en cdulas de C. albicans es efectivamente una 
proteina de 78 kDa. 
+ 
Figura R-23. Deteccidn de la subunidad C de alto peso molecular por 
inmunoprecipitac~ w n  antisuero anti subunW R. Alicuotas de extractos crudos (10 
pg de proteina) fuerm autdbsforiladas como se indica en el item M-8.3 e inmunoprecipitadas. El 
precipitado redante (Pl) fue resuspendid0 en b u f k  B. Una alicuata de P1 fue incubada can 
AMPc 10 pM durante 15 min a 30 O C  y ce&ifqp&. El sobrenadante (S2) se resew6 y el 
precipitado (P2) fue resuspendido en forma sh&r a1 P1. Alicuotas de P1, P2 y S2 fu- 
separadas por SDS-PAGE lo%, el gel tdiido a m  phta (panel A) y autorradiografiado (panel B). 
El panel C muestra la d&embciirn de actidad de PKA en alicuaas de PI, P2 y S2; la 
actividad de PKA se midi6 en atsencia (burmrs rayadas) o presencia (barras negras) de AMPc. 
Otro abordaje para c o h a r  la rkpida degradacion proteolitica de la subunidad 
C, consistio en la preparacion de 10s extractos crudos en presencia y en ausencia de 
inhibidores de proteasas y la subsecuente deteccion de la subunidad catalltica por 
inmunoblot utilizando el anticuerpo anti C de D. discoideum. Como se ve en la figura 
R-24 cuando esta favorecida la proteolisis, la especie de 60 kDa prevalece sobre la de 78 
kDa, este resultado corrobora nuestra hipotesis de que una rapida prote6lisis durante el 
procedimiento de purificacion lleva a la obtencion de una subunidad C de menor peso 
molecular. 
Figura R-23. Detec&n inmunoldgica sle subnnidad C en eWactos mdos 
preparados en ausencia o en presencia & irrkibhtes de proteasas. Extractos crudos 
preparados en ausencia o an presencia de inhibidores de proteasas (item M-2.2) herun sometidos 
a SDS-PAGE 12 % y las proteinas transferiw a nitrml- (calles 1 y 2 respectivamente). 
Las membranas fberon incubadas con el antkwpo policlaaal anti C de D. discoideum 1 :400 y 
10s inmunocomplejos revelados con el sisterna de quimiolumiuisceacia. 
El andisis de extractos crudos de c61ulas levaduriformes de C. albicuns en 
columna de Mono Q @ti6 detectar la presencia de un unico pico con actividad de 
quinasa dependiente de AMPc. La mmcacion por fotoafinidad y la fosforilacion 
endogena de las fiacciones de la columns d a r o n  en la identification de la subunidad 
R de la PKA como una proteina de 64 m a .  La capacidad de la subunidad R de sufiir 
Resultados y Discusih 109 
autof~sfo~lacion a travds de una reaccibn intramolecular catalizada par la Subunidad C 
fue claramente demostrada en la seccidn 3.2.2., permitiendo clasificar la PKA de C. 
albicans como del tipo 11. 
A pesar de que la proportion entre subunidad R libre y aquella asociada a la 
holoenzima vario entre las diferentes preparaciones, h e  una constante la presencia de un 
importante pico de subunidad R libre. Por el contrario, nunca se observ6 la presencia de 
subunidad C libre. Teniendo en cuenta la extrema sensibilidad de la subuidad C a la 
proteolisis (ver seccion 3.3.3) podemos plantear la hipbtesis que si la holoenzima se 
encuentra parcialmente disociada in vivo o se disocia durante la extraccion y 
cromatografia, la subunidad C puede ser rslpidamente degradada. Se demostr6 que la 
presencia de inhibidores de proteasas en el buffer de extraccion era esencial para 
recuperar la C de alto peso molecular, sin embargo aun en presencia de inhibidores solo 
fire posible aislar y visualizar la subunidad C nativa por m6todos riipidos, como 
inmunoprecipitacion o anhlisis de 10s extractos en FPLC . 
A1 analizarse la actividad de PKA en extractos crudos a trav6s de gradientes de 
sacarosa tambien pudo observarse una importante proporcibn de subunidad R libre 
(resultados no rnostrados). Cuando 10s gradientes se realizaron en presencia de AMPc, 
es decir en condiciones de disociacion, la actividad de union de AMPc se recuper6 casi 
totalmente en un pico con coeficiente de sedimentacibn de 5 S correspondiente al dimero 
de R y solo una pequefia proporcion en un pico con coeficiente de sedimentation de 3 S, 
el cual podria corresponder a la subunidad R proteolizada (monomero R). Por otro lado 
en estas condiciones se recupero solo un 10% de la actividad de quinasa, lo cual 
confirma la extrema sensibilidad a la prote6lisis de la subunidad C, especialmente una 
vez que se ha disociado de R. 
E 
La subunidad R h e  purificada a homogeneidad. La proteina purificada fire 
utilizada para la preparacion de anticuerpos policlonales anti R. Estos anticuerpos 
reconocieron especificamente a la subunidad R nativa y a sus fiagmentos proteoliticos y 
fireron capaces de inmunoprecipitar tanto la subunidad R libre como la holoenzima. 
La estructura monomerica y las propiedades cataliticas de la subunidad C de C. 
albicans heron sirnilares a aquellas purificadas de tejidos de mamiferos y de eucariotas 
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inferiores. Sin embargo su inusual alto pcso molecular es s61o comparable con el de la 
subunidad C de D. discoideum, cuya masa mlecular de 73 kDa h e  deducida a pmir de 
la secuencia nucleotidica (Anjard, 1993); tambib en este caso la proteina purificada 
presentaba una masa molecular menor, 40 kDa (De Gunzburg y col., 1984). La 
discrepancia entre la masa molecular de 78 kDa determinada por la cromatografia en 
Mono-Q y el tamdo de la proteina recuperada despuds de la purificacion nos demostrb 
la extrema sensibilidad a la proteolisis de la subunidad C. La proteina de 60 kDa 
purificada h e  validada como componente catalitico de la PKA por su capacidad de 
reasociarse con la subunidad R inhibiendo su actividad fosfotransferasa. La presencia de 
inhibidores de proteasas h e  esencial para la detecci6n de la proteina de 78 kDa en 
extractos crudos pero no h e  efectiva para proteger la proteina nativa a lo largo de la 
purificacion; este hecho quizbs refleje la wpurificacion de una actividad proteolitica. 
Podemos concluir que la subunidad C es expresada en la d u l a  como un polipdptido de 
78 kDa la cual es especificamente reconocida por anticuerpos anti C heterologos. 
El perfil de actividad de quinasa obtenido por la cromatografia en hidroxiapatita 
se reprodujo sistemfiticamente mostrando siempre la presencia de dos picos con 
actividad de quinasa independiente de AMPc e inhibible por PKI. Como ya se ha dicho 
so10 el primer pico de actividad pudo wrrelacionarse con una unica proteina. Una 
probable explicacion a la presencia de dos piws de actividad podria ser la existencia de 
isozimas de la subunidad C o bien de una misma subunidad C que difiere en su grado de 
fosforilaci6n. El conocimiento cabal de la estructura de la subunidad C solo podra ser 
dilucidado a traves del clonado molecular. 
4. Estudio de la fosforilacidit tie la ~wbuitiGJad R de C. albicans. 
Con el objetivo de avanzar en d conocimiento de la regulacibn in vim de la PKA 
de C: albicans se inicio el estudio y caracterizacion de 10s sitios de la subunidad R 
fosforilables iit vitro por su propia subunidad catalitica y por la CK2 homologa y se 
estudi6 el efecto de dicha modificacibn sobre la actividad de la enzima. 
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4.1. Fosforilacion de la subunidad R par CK2 homc51ona. 
En la Figura R-24 se muestran 10s resultados obtenidos en un ensayo est6nda.r de 
fosforilacih de subunidad R por CKZ @n se detalla en Materiales y Mdtodos seccion 
10.2. Se puede observar que la subunidad R es fosforilada por CK2 (carril 3), siendo 
esta fosforilacion fbertemente inhibida por heparina (carril 2). La inhibicion de la 
fosforilacion por heparina es una caracteristica que distingue a 10s sustratos de la CK2. 
Cuando la reaccion se realii en presencia de polilisina se puede observar una 
leve estimulacion en la fosforilacion (card 4). El comportamiento de 10s sustratos de 
CK2 fiente a la polilisina es variable; pot ejemplo, la fosforilacion de la calmoduiina es 
totalrnente dependiente de polilisina mientras que la fosforilacion de la caseina es 
estimulada por polilisina, pero no es dependiente de ella. 
Figura R-24. Fosfodacidn L subunirkd R purificada por CKZ. La subunidad R (0 1 
pg) fbe incubada durante 60 rnin a 37 OC en condiciones de fosforilacion para CK2 
segim se indica en el item M-10.2. con 10s agregados bdicados. Las proteinas heron 
resueltas en SDS-PAGE 12%; se muestra la autorradiografia del gel. 
Carril 1 : subunidad R sola. 
Carril 2: subunidad R en presencia de CK2 y heparha 1,5 Wml. 
Carril3: submidad R en presencia de CK2. 
Carril4: subunidad R en presencia de CK2 y pohlisina 1 pM. 
Carril 5: CK2 sola. 
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BaSandonos en la seaJencir de k submidad R de C. albicans, la 
cual nos fbe gentheate p w l t l  por a&. LUo Gimoa de la Universidad de LrvJ 
Quebec, Canadsr, podemos encontnv 3 dos hhilables en la submidad R 
( s a " , s d U y T h 2 W ) u b i a d o l e n  . . oonarcauro para d reconocmcnto por 
CK2. Uno de estos putativos itMs (Sa") rmmemi ubicrdo en la regi6n N-terminal 
y 10s otros are encucmtm ub idos  en la de i n s d b n  WC ( m g b  bisagra) (ver 
ftlltrra R-25). La caractebci6n & la fWMMbn in vim de la subunidad R por CK2, 
realizada por la estudiante Paula anno parte de su Tesha, -6 la 
i M c a c i 6 n d e  Sery Thrcomo 10s fbddados  in viao por CK2. El 
mapeo por prot46lisis linritaQ oon tripsim y proedasa VS jmdi6 la localizacibn de 10s 
lsitios fbshihdos por C y CK2. Esta tbPaioa pendid deteminar que el sitio de 
p u t o f b M 6 n  se encuentra ubicado an k mgi6n bierrgra y que 10s probables sitios 
~ l a p o r C K 2 s o n ~ ~ ~ T b r ~ , W , a ~ ~ o a m , b L n o o &  
. . tbdbnkb por CK2. En la Qpa R-25 m ~ldstn d q u m a  de la estnrctura de la 
subunidad R y de la ubicacih de 10s o obddos por prot86h con tripsina y 
V8 que permitieron arribtu a las cmdwbm antmi d i lobadas.  Este g r h h  fbe 
t o m a d O d e l a T e s i n a d d m 8 s ~ y s c ~ c n ~ T e s i s c o n e l f i n &  
tkdhu la comprensi6n de dichos msdWm 
Figura R-25. Esquema & la secrrendo Bnrinoadtbjca & la subunidad R & C 
albican;~. En el esqum se indican la posicitm de los putativos sitios de MrilaciQ para C y 
CK2 en la subunidad R y 10s frapmtos marcados resuhantes de la prdl i s i s  can tripsina y V8. 
P'? sitio de autoibfbrilaciin. 
L w, s ~ ,  y T206: putativos residua Mrilables por CK2. 
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En 10s ultimos afios se ha comprobado que no todas las fosforilaciones son 
eventos independientes, y que existen a l m s  tipos de fosforilaciones que so10 ocurren 
despuds que el sustrato ha sido previam- modificado. Este mecanismo regulatorio ha 
sido llamado fosforilacion jerarquica. Las fosforilaciones jerhquicas se refieren a 
situaciones gonde un primer evento de fosfoilaci6n puede influenciar la ocurrencia de 
una segunda fosforilaci6n. Aunque usualmente la primera fosforilacibn promueve a la 
segunda, existen tambidn ejemplos de efactos antagonistas entre fosforilaciones 
(Yeaman, 1990). Las fosforilaciones jerhquicas curnplen un importante rol en la 
integration de la inforrnacion celular, ya que permiten orear estrategias mhs complejas en 
la intrincada trarna regulatoria celular. El estudio de las fosforilaciones secuenciales. de 
C y CK2 sobre la subunidad R arroj6 resultados interesantes en cuanto a un posible rol 
regulatorio de la fosforilacion de CK2 sobre la actividad de PKA. Se comprobb que la 
previa fosforilacidn de la subunidad R por CK2 inhibia la posterior fosforilaci6n por C. 
Este resultado puede deberse a por lo menos dos causas: 1) el grupo fosfato introducido 
por CK2 dificulta directamente la interacci6n R-C o 2) la fosforilaci6n por CK2 produce 
un cambio conformacional en R que transforma el sitio' de fosforilacion por C en un sitio 
desfavorable. 
Los resultados obtenidos a travtis de la caracterizacion de la fosforilacion it1 vilro 
nos llevaron a ahondar en el estudio de la fosforilacion de la subunidad R por CK2 con el 
fin de determinar la probable implicancia fisiologica de dicha fosforilacidn como 
moduladora de la actividad de PKA in viva 
4.2. Fosforilacibn de la holoenzima vor CK2. 
La proximidad del sitio de fosforilacion por CK2 a la sera' del sitio de 
autofosforilacion, ubicado en la region de interaccibn de RIC, nos hizo pensar en la 
posibilidad de que 10s sitios fosforilables por CK2 en la subunidad R se encontraron 
enmascarados cuando 6sta se encuentra fmando parte de la holoenzima. 
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Sin embargo, como puede verse en la fqura R-26 la subunidad R es sustrato de 
la CK2 aun cuando se encuentra formando parte de la holoenzima (calle 4). 
Llamativamefite la fosforilacibn de R por CICI;! es significativamente m h  dependiente de 
polilisina cuando se encuentra formando parte de la holoenzima que cuando se encuentra 
disociada de C por efecto del AMPc (comparar carriles 3 y 4 con 7 y 8). Esto podria 
explicarse bashndonos en la hipotesis, pianteada previarnente (secci6n R-2.4), en la cud 
sosteniamos que la polilisina podria estar actuando sobre la holoenzima provocando un 
cambio conformacional que dejaria el sitio activo accesible a 10s sustratos. En este caso 
en particular, podriamos suponer que la polilisina produce un cambio conformacional en 
la PKA tal que expone el sitio de fosforilaci6n para CK2, el cual en la holoenzima nativa 
(en ausencia de polilisina) se encontraria parcialmente enmascarado. 
Figura R-26. Fosforilaci6n de la holoentima por CK2. Holoenzima purificada hasta el 
paso de gradiente de sacarosa h e  previamente incubada durante 60 min a 30 "C en Tris HCI 50 
mM pH 8,5 conteniendo P-mercaptoetano12 mM, C12Mg 10 rnM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 
ATP 50 pM e inhibidores de fosfatasas con 10s agregados indicados en la figura. Luego se 
incubo en presencia ( calles 3, 4 ,7 y 8) o en ausencia de CK2 (calles 1, 2, 5 y 6) y A T P ~ [ ~ ~ P ]  
durante 30 min a 37°C. Las proteinas fueron separadas en SDS-PAGE 12 %; se inuestra la 
radiografia del gel. 
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4.3. Efecto de la fosforilacibn de CK2 sobre la actividad biol6~ica de la subunidad R. 
Con la finalidad de estudiar el efecto de la fosforilacibn por CK2 sobre la hnci6n 
de la subunidad regulatoria, se realizaron experimentos de reasociacion utilizando la R 
fosforilada por CK2. 
En hn primer ensayo la subunidad R h e  preincubada durante 30 min en 
condiciones de fosforilacion, en ausencia o en presencia de CK2 (1" etapa). Luego se 
agrego la subunidad C y se incubo durante otros 30 min (2" etapa); finalizada esta 
incubation se agregb A T P ~ [ ~ ~ P ]  y kemptido 50 pM y se determino la actividad 
fosforilante sobre kemptido despues de 10 min de incubaci6n.. Como control en ensayos 
previos se corroboro que la CK2 no es capaz de fosforilar a1 kemptido. 
Como puede verse en la figura R-27, panel A la preincubacion con CK2 result6 
en un corrimiento hacia la derecha de la curva de reasociaci6n, indicando que la 
subunidad catalitica h e  menos inhibida por la R fosforilada debido a que la reasociacion 
c 
de ambas h e  desfavorecida por la previa fosforilacibn de R por CK2. La disminuci6n 
observada de la actividad catalitica no h e  producida por inactivation tCrmica de C o 
depletion de ATP, ya que el agregado de AMPc 10 pM a la mezcla de preincubaci6n 
result0 en niveles estables de actividad de quinasa que heron insensibles a R en todo el 
rango de concentraciones utilizadas. La disminucion de la afinidad de la R fosforilada 
por CK2 h e  dependiente del tiempo de incubaci6n con C (figura 27, panel B). 
Como control de que la subunidad R era efectivamente fosforilada por CK2 
durante la preincubacion y que no era desfosforilada en las posteriores incubaciones, se 
realizo en paralelo el mismo experiment0 except0 que el A T P ~ [ ~ ~ P ]  se agrego 
inicialmente; alicuotas del ensayo tomadas d final de la 1" y 2" etapa heron analizadas 
por SDS-PAGE comprobandose la fosforilacion de R (resultados no mostrados). 
La modification en la afinidad de R por C, dada por la fosforilaci6n de la CK2, 
podria hncionar como un mecanismo regulatorio de la actividad de la PKA in vivo, 
manteniendo a la enzima en estado activo ya sea por inhibir la reasociacion o por 
favorecer la disociacion de la holoenzima, ya que como hemos visto la holoenzima es 
sustrato de la CK2. 
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subunidad R agregada (nM) 
Figura R-27. Anhlisis cindtico de 10s efectm de la fosforilacidn de Rpor CK2 sobre la 
adividad clc PKA. (A) concentraciones crecientes de subunidad R pura heron preincubadas 
durante 30 min a 37 O C  en buffer Tris HCI 50 mM pH 8,5, conteniendo P-mercaptoetanol 2 mM, 
C12Mg 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ATP 50 pM, 1 mglml de albiunina serica bovina e 
inhibidores de fosfatasas y proteasas, en presencia (a) o en ausencia (0) de CK2. Luego se agrego 
subunidad C y se incubo durante 30 min a 30°C. Finalizada la incubacih se agrego kemptido 50 
pM y A T P ~ [ ~ ~ P ]  y se incubo durante 10 min. El control de la reaccih se realiw en presencia de 
AMPc 10 pM (&). (B) Las condiciones del ensayo heron similares que en (A) con la excepcih 
que la concentracih de R se mantuvo constante (1,5 nM) y el tiempo de incubacih con la 
subunidad C fie variable. La actividad catalitica residual h e  ensayada en condiciones esthndar 
en ausencia de AMPc. El 100% de la actividad catalitica represents 3 pmoVmin/mg. 
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4.4. Estudio de la fosforilaci6n it1 v iw lambunidad R de C. albicatls. 
f 
Con el objetivo de determinar la porible relevancia fisiol6gica de la fosforilaci6n 
de R por CK2 y C se inici6 el estudio de la fosforilacion it1 vivo de R durante la 
morfogknesis. 
La marcacion in vivo se llev6 a cab0 por induccibn de la germination de 
blastosporas en medio conteniendo [ 3 2 ~ ]  ortofosfato; las condiciones del ensayo se 
detallan en la seccion M-1 1.1. 
Se analiz6 la fosforilacion de R a distintos tiempos del proceso de diferenciacion 
por inmunoprecipitacion con antisuero anti R de extractos crudos de celulas marcadas in 
vivo. En la figura R-28 se puede observar un aumento en la cantidad de R fosforilada a 
lo largo de la morfogenesis. Este aumento parece estar dado mas por un aumento en la 
cantidad de subunidad R total, que por un aumento en la tasa de fosforilaci6n de la 
misma, ya que cuando las mismas preparaciones heron analizadas por Western blot con 
antisuero anti R se observo un aumento en la cantidad de R a lo largo de la 
morfogenesis. 
Figura R-28. Fosforikcidn in vivo de la subunidad R durante la morfogknesis. La 
induccih de la germinacih se llevo a cab0 con NAcGlc en medio MIG sin fosfatos en presencia 
de 4 mCi de [ 3 2 ~ ]  ortofosfato distjdico a 37 OC. Se tomaron alicuotas a distintos tiempos, se 
centrihgaron, y se prepararon extractos crudos por ruptura de las dlulas con perlas de vidrio. 
Los extractos crudos del 10s tie~npos 20 rnin (callel), 40 min (calle 2) y 60 min (calle3) heron 
inrnunoprecipitados. La proteina inmunoprecipitada h e  sometida a SDS-PAGE 12 % y 
transkrida a Immobilon. Panel (A) autorradiografia de la membrana, panel (B) western blot de la 
membrana incubada con anti R 1500, y revelada con proteina A-Sepharose unida a peroxidasa , 
se utilizb el sustrato cromogdnico. 
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4.4.1. Deterrninacion del aminohcido f o s f m o  it1 vim. 
La determinacion del residuo aceptor de fosfato se realizo a partir de la 
subunidad R inmunoprecipitada a 10s 60 min de la induction como se indica en la seccion 
M-1 I .  1. Este tiempo h e  elegido con el fin de obtener una mhima fosforilacion ya que la 
tecnica utilizada implica una importante e inevitable pdrdida de muestra a travds del 
proceso. 
Los resultados obtenidos determinaron que la subunidad R de C. albicans se 
encuentra fosforilada in vivo so10 en serina (figurr R-29). Es interesante destacar que a 
pesar de que el antisuero anti R es capaz de inmunoprecipitar a la holoenzima (ver 
secci6n M-3.2.4.) no se detect6 ninguna otra banda fosforilada en el inmunoprecipitado. 
Este hecho podria indicar dos cosas: 1) la subunidad C no se encuentra fosforilada in 
vivo o 2) la sensibilidad del ensayo solo perrnite detectar la fosforilacion de R debido a 
que esta se encuentra en mayor proporcibn que C (recordar la gran cantidad de R libre 
presente en 10s extractos). 
k sdcci6n M-12. Con heas de puntos m la pasidb de la  did^ & 
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4.4.2. Ma~eo  por clivaie auimico de 10s sitius fosforilados it1 vivo. 
La primera etapa del mapeo pegtfdico consisti6 en poner punto la tbcnica de 
clivaje con BrCN para la subunidad R pwa. Para obtener fiagmentos que permitieran 
distinguir entre 10s sitios de fosforilaciba gor CK2 y por C en la subunidad R, h e  
necesario utilizar una variante de la tknica de clivaje con BrCN que pemite la ruptura 
en residuos triptofano (W) y metionina (M), ya que la tbcnica clasica de BrCN cliva solo 
en metionina (ver figura R-30). Para ello subunidad R pura previamente fosforilada por 
C, CK2 o C y CK2 simultheamente, h e  sometida a clivaje con BrCN en las condiciones 
que se detallan en la seccion M- 1 3.2.. 
En figura R-31, prnel A ss observa que cuando Ia subunidad R es 
previamente fosforilada por C 10s fragmentos marcados que se obtienen son de 44 kDa 
para el corte en M y de 25 kDa para el corte en W y M (calles 1 y 2, respectivamente). 
Si la fosforilacion de la subunidad R se realiza con CK2 10s fiagmentos marcados 
obtenidos son de 44 kDa para la ruptura en M y 20 kDa para la ruptura en W y M (calles 
3 y 4, respectivamente). Por ultimo se realiz6 como control el clivaje de la subunidad R 
fosforilada por ambas enzimas, y como era de esperar, cuando el clivaje ocurre en M el 
fragment0 obtenido es de 44 kDa, en cambia cuando el clivaje es en M y W, se obtienen 
10s dos fiagmentos esperados de 25 y 20 kDa (calles 5 y 6, respectivamente). 
Una vez puesta a punto la tdcnica se procedi6 a comparar el mapeo peptidico de 
R marcada in vitro con el de R marcada in vivo. La subunidad R h e  aislada por 
inmunoprecipitaci6n de extractos crudos marcados in vivo; la proteina precipitada se 
separo en SDS-PAGE y se transfiri6 a membrana de nitrocelulosa. Se cort6 la banda 
fosforilada y se sometio la membrana a clivaje por BrCN en residuos M y W. La 
comparacion de las autorradiografias de la figura R-31, prnel A (calles 6 y 7) y del 
panel B (calles 2 y 3) muestra que t&s 10s pbptidos generados a partir de la 
fosforilaci6n de R it] vivo coinciden con 10s fragmentos generados a partir de la R 
fosforilada por C y CK2 simultheamente. Estos resultados sugieren que la subunidad R 
es fosforilada in vivo por C y CK2, sin embargo la posibilidad de que existan sitios 
adicionales de fosforilaci6n no puede ser deswtada. 
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F i g u r a R 3 0 . M a p e o p w ~ e q u ~ I c l a e d t h f ~ ~ e n  hsvbu idgdR 
(A) Mapeo peptidico de subunidad R pun ibdkdda in M'm par C (6 1 y 2); por CK2 
(call- 3 y4)opor C y C K 2  (calls 5 y6). 
Calles 1,3y5 UentoomBrCN 1- 70%dcidof6nnico,clivajeenM. 
Calls2,4y6tratamisntoomBrCNliq@&IK 12mM, lO%atCidobrmko,chjeenMyW. 
(B) Mqeo peptidico de subuuidad R fibofbailsda in vivo. 
Calle 1 subunidad R 70 % hido fkmico. 
Calle 2 c l i ~ j e  an M 
Calle 3 climb en M y W. 
BrCN + IK 4 - + - 
Figura R-31. Esquema de los dtd  de ck'vaje quMw en h secrrenua c u n i n m a  
parcia1 de la subunidad R En el ~~ se indican la posicib de los putativos sitios de 
hfbrilacih para C y CK2 en la subidad R y l a  frasmentos marcados resultantes de la 
pmtdiskcan BrCN (--+)yam BrCNyM ++) 
s'? sitio de autohtbdacih. 
sg7, s*, y "I? putativos residuos h* por CK2. 
La fosforilacion reversible de pmtdnas es uno de 10s principales mecanismos a 
travCs de 10s cuales es posible regular la hnci6n de proteinas involucradas en una 
variedad de procesos celulares. 
Es sabido que la autofosforilaci6n de la subunidad RII de la PICA disminuye la 
tasa de reasociacibn con C potenciando b wtividad quinasa resultante (Erlichman y col, 
1974, Rangel-Aldao y col., 1976, Rubin y col., 1975). La alteraci6n de la afinidad de R 
por C a trav6s de la autofosforilacion ha sido demostrado con subunidades R aisladas de 
fbentes tan diversas como mamiferos y bows (Rangel-Aldao y Rosen, 1976; Rossi y 
col., 1992). De hecho en ' cerevisiae el reemplazo en la subunidad RII de la serina del 
sitio de autofosforilaci6n por una glicina o una alanina aumenta la afinidad de R por C de 
2 a 10 veces comparada con la subunidad R salvaje (JCuret y col., 1988). 
La relevancia fisiologica de la autofosforilacion de RI1 es aun incierta. Sin 
embargo siendo que una vez que las subunidrules R y C se han disociado, la reasociaci6n 
de la subunidad R fosforilada es m8s lenta que la de la R desfosforilada, la tasa a la cual 
< 
la subunidad R es desfosforilada despuQ que 10s niveles de AMPc han vuelto a las 
concentraciones basales, podria afectar significativarnente el patron temporal de la 
actividad quinasa en la c6lula. 
La subunidad RII puede potencialmente ser modulada por fosforilaciones 
heterologas. Se ha reportado que la RII bovina es fosforilada por la glucogeno sintetasa 
quinasa 3 (Hemmings y col., 1982) y por CK2 (Carmichael y col., 1982), sin embargo la 
relevancia fisiologica de estas fosforilaciones no ha sido determinada. Trabajos mirs 
recientes proveen evidencias para un probable rol regulatorio de las fosforilaciones 
heterologas sobre la actividad biologics & la PKA. Braun y col. (1991) determinaron 
que la fosforilaci6n de la RII bovina por la proteina quinasa dirigida por prolina (PDPK) 
resultaba en la atenuacion de la actividad fosforilante de la PKA; por otro lado, Keryer y 
col. (1993) demostraron la fosforilaci6n in vitro de la NIP por la ~34"'"~ y el efecto 
inhibitorio de dicha fosforilacion sobre la itrteraccion con la MAPZ~. 
MAP2, pmteina 2 asociada a nucrottibulos. Farma prte de Ias proteinas asociadas a R (AKAPs). 
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En el presente trabajo decidimos mtudar la fosforilaci6n de la subunidad R de C. 
albicans teniendo como principal objetim macterizar la fosforilaci6n por CK2 y 'su 
probable rol en la modulacion de la actividsd regulatoria de la subunidad R. 
Los resultados presentados indican que la subunidad R es un putativo sustrato de 
CK2, siendo fosforilada a travCs de una r d 6 n  estimulable por polilisina e inhibible por 
heparina. 
Como ya se ha dicho 10s estudios realizados por mapeo peptidico enzimhtico de 
10s sitios fosforilados in vitro en la subunidad R, conjuntamente con el conocimiento de 
su secuencia aminoacidica permitieron determinar como posibles aminoicidos 
fosforilables por CK2 a ser204 y ~ h r ~ ~ ~  . Dichos residues se etlcuentran ubicados hacia el 
extremo C-terminal del sitio de autofosforilaci6n dentro del dominio de interaccion con 
la subunidad C. 
Se determin6 que la subunidad R es fosforilada por CK2 aun cuando se 
encuentra formando parte de la holoenzima. Sin embargo en este caso la fosforilaci6n 
por CK2 r-ulto ser mucho miis depden te  de polilisina. Este resultado podria 
confirmar de alguna manera la hip6tesis expresada en la swcion 2.3. en cuanto a1 carnbio 
conformacional que produciria la polilisina en la holoenzima, el cual podria permitir 
desenmascarar el sitio de fosforilacibn de R p r  CK2 en la holoenzima. 
Cuando se analiz6 el efecto de la fosforilacion de R por CK2 sobre la 
reasociacion de R-C se observo una disminucion de la capacidad inhibitoria de la 
subunidad R sobre C. De este mod0 podriamos plantear que el efecto final de la 
fosforilaci6n de R por CK2 produciria un efecto estimulatorio sobre la actividad de 
PKA, ya sea por disminuir la capacidad inhibitoria de R sobre C, como se ha 
demostrado, o por favorecer la disociacibn de la holoenzima si suponemos que la R 
fosforilada por CK2 tiene menor afinidad por C. En el presente estudio logramos 
controlar algunas, per0 no todas, las posibles interacciones que ocurren entre las 
proteinas en la mezcla de reacci6n. En ese sentido podemos afirmar que durante el 
ensayo no ocurre desnaturalizacibn tbrmica de la subunidad C, depleci6n de ATP ni 
desfosforilaci6n de la subunidad R en la @a etapa. Sin embargo las conclusiones 
obtenidas a partir del adisis cin&ico de sistemas que contienen miis de una quinasa 
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simultheamente tienen ciertas 1irnitaciones;en nuestro caso no podemos descartar 
posibles interacciones entre C y CK2, como tampoco la influencia que podria tener en el 
efecto final la fosforilacibn de R por C inherente al protocolo de medicion de la 
reasociacion de las subunidades. El uso de subunidad R purificada despu6 de haber sido 
desfosforilada y completamente fosforilada por CK2permitirA confirmar y tal vez ampliar 
10s resultados obtenidos. Estudios adicionales enfocados a la fosforilacion de la 
holoenzima por CK2 nos perrnitirkn dilucidar el efecto de la fosforilacion de R por CK2 
sobre la disociacion de la holoenzima. 
En base a 10s interesantes resultados obtenidos en cuanto a un posible rol 
modulador de la fosforilacion sobre la actividad de PICA nos parecio relevante investigar 
la fosforilacion it1 vivo de la subunidad R durante la morfogdnesis. Se observo que la 
subunidad R se encuentra fosforilada irt v im y que dicha fosforilaci6n aumenta a lo largo 
del proceso de diferenciacion. Este resultado puede deberse a un aumento de la cantidad 
de R como se evidencio por Western blot o a un aumento del numero de sitios 
fosforilados por subunidad R. Para discernir entre estas alternativas es necesario llevar a 
cab0 experimentos adicionales analizando mhs prokndamente el tipo de fosforilacion de 
la subunidad R a distintos tiempos de la germinacibn. A pesar de que 10s experimentos 
de fosforilacion it1 viiro por CK2 mostraron que la subunidad R es fosforilada en Ser y 
en Thr it1 vivo so10 pudo detectarse fosforilacion en Ser. 
Por ultimo se realiz6 la caracterizacibn de 10s sitios fosforilados in vivo a travds 
del mapeo peptidico con BrCN. Los resultados de estos experimentos fhertemente 
indicaron que la subunidad R es fosforilads in vivo por C y CK2; sin embargo no pueden 
descartarse fosforilaciones por otras quinasas. La fosforilaci6n por CK2 sera confirmada 
por secuenciaci6n de 10s peptidos marcados obtenidos a partir del clivaje quimico de la 
subunidad R fosforilada in vivo. 
La posible regulacion de la actividad de la PICA por CK2 representa un potencial 
C 
mecanismo por el cual estas quinasas interactuarian para modular el crecimiento y la 
diferenciacion en C. albicans. 
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LNTEGRACION GENERAL 
A continuacion se resumen algurias d t a d o s  salientes de este trabajo que sersln 
utlizados en conjunto con 10s conocimientos grevios y estudios realizados en paralelo en 
nuestro laboratorio como base para la realizacibn de un mode10 tentativo de 10s 
mecanismos involucrados en la germinaci6n inducida por NAcGlc en C. albicans. 
Trabajos previos de nuestro laboratorio ya habian demostrado que 10s niveles de 
AMPc y la actividad de sus enzimas relacionadas son moduladas durante la morfogdnesis 
de C. albicatts. 
En la primera parte de este trabajo se demostr6 claramente que el glucagon 
estimula la transicion levadura-micelio y se propuso que el mecanismo por el cud la 
hormona estaria actuando involucra la via de transduccibn de seiiales del AMPc. El 
marcado efecto estimulatorio del glucagon en la gerrninacibn inducida por suero sugiere 
que in vim, niveles de glucagon ligeramente superiores a 10s normales podrian tener una 
gran influencia en la infection por C. albicans promoviendo la aparicion de la forma 
miceliana relacionada particularmente con la invasion a tejidos. Por otro parte se 
aportaron nuevas evidencias que confirman la irnplicancia de la via del AMPc en la 
morfogenesis, reforzando la idea que dicha via podria ser disparada por hormonas del 
huesped interactuando con posibles receptores en la superficie celular del hongo (Zelada 
y col., 1996). 
En vista de la relevancia del AMPc en el proceso de diferenciacibn de C. 
albicans iniciarnos la caracterizacion de la PKA, principal receptor del AMPc en la 
cklula. Fundamentalmente determinamos que C. albicatts posee un unico tipo de PKA 
similar a1 tipo 11 de mamiferos no ob86:rvhdose diferencias cualitativas en la enzima 
presente en distintas morfologias. Como caracteristicas salientes de esta PKA podemos 
nombrar el iysual peso molecular de su subunidad catalitica y su marcada estimulacion 
por policationes sin mediar disociacion de la holoenzima ( Zelada y col., 1997). 
El rol crucial de la PKA en el ptoceso de morfogknesis qued6 demostrado a 
partir del trabajo llevado a cab0 en paralelo por Rocio Castilla becaria de nuestro 
laboratorio. En dicho trabajo se investig6 d &to in viw de dos inhibidores permeables 
especificos de la PKA sobre la estimulaci6n de la germination inducida por NAcGlc. Se 
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comprobo que el derivado miristoilado del PKI 14-24 asi como el H-89 (inhibidor 
competitivo del sitio de unibn a ATP) bloquearon completamente la germinacibn 
inducida por NAcGlc pero no la inducida por suero. Los resultados de este trabajo 
demostraron que la actividad de PKA es indispensable en una etapa temprana del 
proceso de wrfogknesis (Castilla y col., 1997). 
ii'inalmente se estudi6 la fosforilaci6n in vivo de la PKA como paso inicial de la 
investigation del posible rol regulador de la fosforilaci6n sobre la actividad de PKA 
durante la morfogenesis. Se demostro que la subunidad R es fosforilada in vivo por C y 
CK2 y se planleo un posible eTccto modulador dc la CK2 sobrc la actividad dc PKA. 
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PERSPECTIVAS 
A partir de 10s resultados obtenidos se abren nuevas posibilidades para el estudio 
de la regulayon de la PKA durante la morfogCnesis de C. albicans. Algunos de 10s 
puntos mas interesantes e inmediatos para investigar podrian ser: 
Estudio de la expresion de las subunidades de la PKA durante la morfogdnesis. 
El conocimiento de las propiedades de la enzima logradas en este trabajo y el contar con 
10s anticuerpos anti R aqui descriptos serh de suma utilidad en la concrecibn de este 
estudio. 
Estudio profbndo de la modulacion de la actividad de la PKA durante la 
transicion dimcirfica. Experimentos preliminares indican una estimulacion de la PKA a 
tiempos tempranos de la induccion seguida por una desaparicion total de actividad a 10s 
20 min la cual es recuperada lentamente a lo Largo de la germinacion. El primer abordaje 
en este punto sera la investigacion de la probable regulacibn de la actividad de la PKA 
por protecilisis de su subunidad catalitica bdigandonos en la extrema sensibilidad de C a la 
proteolisis y en 10s antecedentes de regulacion de la actividad de PKA por este 
mecanismo. 
Investigacion de la probable impticancia de la fosforilacion de la subunidad R 
como moduladora de la actividad de PICA en el proceso de morfogenesis. Para ello sera 
necesario realizar experimentos de caracterizaci6n del patr6n temporal de fosforilaci6n 
de R durante la diferenciacion, particularmente determinando si existe alguna una 
correlation entre la fosforilaci6n de R por CK2 y el proceso morfogendtico. La puesta a 
punto de la fosforilacibn it1 vivo y del mapeo por clivaje quimico logradas en el presente 
trabajo sera de suma utilidad en este punto, 
Busqueda de posibles sustratos endogenos de la PKA relacionados a1 proceso 
de morfogenesis. 
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Por ultimo resulta interesante profindim en el estudio de la regulacion de la 
PKA por dominios basicos de sus sustmtos y por fosforilacion. Para este estudio 
contaremos en un fbturo cercano con las swbunidades R y C expresadas en el laboratorio 
del Dr. Giasson, que nos permitiran llevar a cab0 experimentos cindticos con las especies 
puras. 
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